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(57) Abstract: The invention relates to an isolated cytotoxic factor which is associated with multiple sclerosis and which is selected 
from heterocomplex GM2 AP/GM2/MRP 1 4 and mutated GM2 AP/GM2/MRP 14, and to the method of detecting said factor in a 
biological sample to be tested. The inventive method comprises the following steps consisting in: (i) bringing the biological sample 
into contact with (a) at least one capture antibody selected from antibodies that bind specifically to protein GM2AP, to the mutated 
GM2AP protein, to protein MRP 14, to complex GM2AP/GM2, to the mutated GM2AP/GM2 complex and to complex MRP14/GM2, 
and (b) at least one labelled detection antibody selected from antibodies that bind specifically to protein GM2AP, to the mutated 
GM2AP protein, to protein MRP 14, to complex GM2AP/GM2, to the mutated GM2AP/GM2 complex and to complex MRP14/GM2; 
and (ii) detecting and/or quantifying the cytotoxic factor by detecting and/or quantifying the labelled detection antibody. 

(57) Abrege : Facteur cytotoxique isole, associe a la sclerose en plaques, choisi parmi l'heterocomplexe GM2AP/GM2/MRP14 et 
GM2AP mutee/GM2/MRP14 et son procede de detection dans un echantillon biologique a tester, selon lequel (i) on met en contact 
l'echantillon biologique avec au moins un anticorps de capture, choisi parmi les anticorps qui se lient specif! quement a la proteine 
GM2AP, a la proteine GM2AP mutee, a la proteine MRP 14, au complexe GM2AP/GM2, au complexe GM2AP mutee/GM2, et au 
complexe MRP14/GM2 ; et avec au moins un anticorps de detection marque, choisi parmi les anticorps qui se lient specifiquement 
a la proteine GM2AP, a la proteine GM2AP mutee, a la proteine MRP 14, au complexe GM2AP/GM2, au complexe GM2AP mu- 
tee/GM2, et au complexe MRP14/GM2, et (ii) on detecte et/ou quantifie le facteur cytotoxique par detection et/ou quantification de 
l'anticorps de detection marque. 
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FACTEUR CYTOTOXIQUE I SOLE ASSOCIE A LA SCLEROSE EN PLAQUES 
ET PROCEDE DE DETECTION DUDIT FACTEUR CYTOTOXIQUE 

La sclerose en plaques est une maladie chronique du 
systeme nerveux central de l'homme, evoluant par succession 
de phases de remission et de poussee ou selon une 
progression reguliere, dont la caracteristique 

anatomopathologique consiste en la formation de zones de 
demyelinisation bien delimitees dans la substance blanche du 
cerveau et de la moelle epiniere. 

Au niveau histologique, ces zones presentent au 
stade precoce du processus lesionnel, une degradation de la 
myeline peri-axonale associee a une attelnte des cellules 
gliales responsable de cette demyelinisation. Une activation 
macrophagique inf lammatoire impliquant les cellules 
microgliales (macrophages tissulaires residants du systeme 
nerveux central) , ainsi que, probablement , des macrophages 
provenant de monocytes sanguins inf litres, est associee a ce 
processus de demyelinisation et contribue a la destruction 
des feuillets myelinises. Au centre de la zone demyelinisee , 
une depletion relative en cellules gliales est retrouvee 
alors qu'une proliferation d' astrocytes se developpe a la 
peripherie et peut envahir la plaque demyelinisee pour 
generer une plaque fibreuse ou gliotique. Ces structures 
sclerotiques sont a l'origine du nom donne a la maladie. 

Une autre caracteristique de ces plaques est leur 
association quasi systematique avec un element vasculaire 
autour duquel elles se developpent. 

Au niveau histologique, on observe une alteration 
frequente de la barriere hemato-encephalique (BHE) 
constituee par 1' endothelium capillaire. Un des elements 
determinants dans le maintien de la BHE est constitue par la 
presence sous-jacente d' extensions cytoplasmiques des 
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astrocytes, appelees pieds astrocyt aires . Vraisemblablement , 
les pieds astrocytaires induisent la formation ou permettent 
le maintien de structures de jonction etanches qui assurent 
la cohesion de la barriere endotheliale capillaire 
concretisant la BHE . Or, differents modeles pathologiques 
font etat de 1' alteration de la BHE et d'une depletion des 
pieds astrocytaires . 

Par ailleurs, dans le processus lesionnel de la SEP , 
1' alteration de la BHE contribue a amplifier la reponse 
inf lammatoire associee, par l r afflux de cellules lymphoides 
provenant de la circulation sanguine. La contribution de 
1' inflammation associee aux cellules immunitaires est 
importante dans la SEP et participe au processus lesionnel . 

L'etiologie de la SEP est source d'un debat 
d'actualite car la maladie pourrait avoir des origines 
diverses. Des hypotheses ont ete emises sur une origine 
bacterienne et/ou virale. Par ailleurs, comme decrit dans la 
demande de brevet WO 95/21859, H. Perron et al. ont et£ 
conduits a rechercher un ou des agents effecteurs du 
processus pathogenique aboutissant a la formation typique de 
plaques de demyelinisation et a une gliose astrocyt aire . 
Dans le cadre de cette etude, ils ont mis en evidence la 
presence dans le liquide cephalo-rachidien (LCR) et le serum 
de patients SEP d' an moins un facteur qui presente une 
activite toxique vis a vis des cellules astrocytaires et 
oligodendrocytaires humaines ou animales. Cette activite 
toxique se caracterise par une disorganisation 
cytomorphologique du reseau de filaments intermediaires 
et/ou une degradation des proteines desdits filaments et/ou 
une mort cellulaire par apoptose des cellules gliales. Ils 
ont etabli une correlation significative entre la detection 
In vitro de cette activite toxique dans des echantillons de 
LCR et de serum de patients SEP et la sclerose en plaques 
par un dosage colorimetrique quant it at if au bromure de 
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methyltetrazolium (MTT) des cellules vivantes, comme decrit 
dans la demande de brevet WO 95/21859. Par ailleurs, C. 
Malcus-Vocanson et al. 1 ' 4 ont montre que 1' urine est un 
fluide biologique tres favorable pour la detection de 
1' activite de ce facteur toxique et developpe un procede 
utilisant la cytometrie de flux pour detecter et/ou 
quantifier les cellules gliales adherentes mortes par 
apoptose. Toutes les informations concernant ce procede sont 
decrites dans la demande de brevet WO 98/11439. 

Des essais ont ete realises a partir d'une fraction 
proteique de LCR et d' urine de patients SEP pour tenter 
d' identifier ce facteur toxique. Le contenu proteique de 
chaque fraction a ete separe sur gel SDS-PAGE 12 % et 
observe apres coloration du gel a 1' argent. Parmi les 
proteines observees, une fraction proteique centree sur un 
poids moleculaire apparent d' environ 21 kD a ete trouvee 
minoritairement associee a l'activite toxique detectee In 
vitro et une fraction centree sur un poids moleculaire 
apparent d' environ 17 kD a ete trouvee ma joritairement 
associee a cette activite toxique. 

Une injection de la fraction provenant de LCR de 
patients SEP dans le cerveau de rat Lewis et une observation 
iiistologique post-mortem de coupes de cerveau des rats a 
permis d' observer, trois mois apres 1' injection, une 
apoptose de la population astrocytaire et la formation de 
plaques de demyelinisation . Toutes les informations sont 
contenues dans la demande de brevet WO 97/33466. Ces 
observations sont conformes a celles qui ont pu etre faites 
sur des coupes de cerveau de patients atteints de SEP, apres 
biopsie 5 . 

Des proteines potentiellement associees a cette 
activite toxique vis a vis des cellules gliales dans des 
echantillons biologiques de patients SEP ont ete etudiees 
comme decrit dans la demande de brevet WO 01/05422. Les 
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proteines GM2AP (precurseur de 1'activateur du ganglioside 
GM2) et la saposine B ont ainsi ete dosees dans les urines 
de patients SEP et non SEP. Les resultats presentes dans la 
demande de brevet WO 01/05422 montraient que le GM2AP et la 
saposine B etaient presents a de fortes concentrations dans 
les urines de patients SEP par rapport aux concentrations 
retrouvees chez des individus non SEP et que ces deux 
proteines qui sent co-detectees dans les urines de patients 
SEP pouvaient representer un marqueur de la pathologic Les 
inventeurs avaient egalement etabli une correlation entre la 
detection des proteines GM2AP et saposine B dans les urines 
et la gliotoxicite mesuree dans ces urines par le test MTT 
et montre qu' il existait une correlation entre concentration 
urinaire elevee et gliotoxicite pour ces deux proteines. Les 
inventeurs en concluaient que les proteines GM2AP et/ou 
saposine B etaient impliquees dans le mecanisme de 
gliotoxicite et qu'elles pouvaient vraisemblablement agir en 
combinaison pour induire la gliotoxicite. 

Les presents inventeurs ont maintenant voulu 
connaitre l r activite des proteines identifiees dans la 
demande de brevet WO 01/05422 par utilisation du test MTT et 
voir si la gliotoxicite decouverte dans les urines de 
patients atteints de sclerose en plaques etait liee aux 
proteines identifiees . 

Contre toute attente, les presents inventeurs ont 
montre que ce n' etait ni les proteines identifiees dans WO 
01/05422 prises individuellement , ni 1' association des 
proteines GM2AP/ saposine B qui etaient impliquees dans la 
gliotoxicite et que de maniere tout a fait surprenante 
1' agent responsable de 1' activite gliotoxique et implique 
dans la cytotoxicity correspondait a un heterocomplexe 
GM2AP/GM2/ MRP 14 (calgranuline B) ou GM2AP mutee/GM2/MRPl4 , 
comme decrit dans les exemples qui suivent . GM2 ou 
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ganglioside GM2 est un lipide complexe present dans le tissu 
cerebral . 

Aussi, la presente invention a pour objet le facteur 
cytotoxique isole, purifie, associe a la sclerose en 
plaques, ledit facteur cytotoxique etant 1' heterocomplexe 
GM2AP/GM2/MRP14 ou GM2AP mutee/GM2/MRPl 4 , etant entendu que 
GM2AP mutee correspond a la sequence SEQ ID NO : 2 . Ces 
heterocomplexe s isoles, purifies, sont utiles comme 
marqueurs de la pathologie SEP et plus precisement d'une 
forme de la maladie, d'un stade de la maladie, d r une periode 
d'activite de la maladie, ainsi que dans le suivi de 
patients traites pour cette pathologie. 

Les presents inventeurs ont alors mis au point un 
precede, une composition et un melange reactionnel pour 
detecter et/ou quantifier les heterocomplexes 

GM2AP/GM2/MRP14 et GM2AP mut ee/GM2/MRP14 dans des 
echantillons d' individus susceptibles d'etre atteints de 
sclerose en plaques ou presentant des signes cliniques de 
cette pathologie. 

Le procede consiste a detecter et/ou de quantifier 
le facteur cytotoxique, associe a la sclerose en plaques, 
dans un echantillon biologique, en isolant dudit echantillon 
biologique 1' heterocomplexe GM2AP/GM2/MRP14 ou GM2AP 
muteee/GM2/MRP14 . Par isolement de 1' heterocomplexe on 
entend toutes les conditions qui permettent la detection 
specif ique de 1' heterocomplexe . L' isolement dudit 
heterocomplexe peut £tre effectue par tous moyens 
appropries. On peut citer a' titre d' exemple les 
electrophoreses non denaturantes, les chromatographies sur 
colonne, les methodes permettant la degradation des composes 
du milieu biologique, a 1' exception de 1' heterocomplexe (tel 
que par exemple un traitement a la proteinase K) , ainsi que 
toute autre methode permettant de detecter une 
caracteristique physico-chimique dudit heterocomplexe, telle 
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que la masse moleculaire, le point isoelectrique ou tout 
autres moyens appropries. 

Dans mode de realisation de l f invention on utilise 
au moins un anticorps ou au moins deux anticorps qui se 
lie(nt) specifiquement a l'heterocomplexe, et ledit facteur 
cytotoxique est detecte et/ou quantifie par la mise en 
evidence de la formation d'un complexe constitue par 
l'heterocomplexe et 1' anticorps ou par la mise en evidence 
d'un complexe constitue par l'heterocomplexe et les deux 
anticorps. De preference au moins 1'un desdits anticorps est 
un anticorps de capture et au moins 1' autre des anticorps 
est un anticorps de detection. 

L' anticorps de capture est choisi parmi les 
anticorps qui se lient specifiquement au complexe GM2AP/GM2, 
au complexe GM2AP mutee/GM2, au complexe MRP14/GM2, au 
complexe GM2 AP / MRP 1 4 et au complexe GM2AP mutee/MRPl4, et 
1' anticorps de detection est choisi parmi les anticorps qui 
se lient specifiquement au complexe GM2AP/ GM2 , au complexe 
GM2AP mutee/GM2, au complexe MRP14/GM2, au complexe 
GM2AP/MRP14 et au complexe GM2AP mutee/MRPl4. 

'' : Dans un autre mode de realisation, on isole 

l'heterocomplexe a 1'aide d' au moins deux anticorps dont au 
moins l'un se lie specifiquement a GM2AP ou GM2AP mutee de 
l'heterocomplexe et au moins 1' autre se lie specifiquement a 
MRP 14 de l'heterocomplexe, et on detecte et/ou quantifie 
ledit facteur cytotoxique par la mise en evidence de la 
formation d'un complexe constitue par l'heterocomplexe et 
les deux anticorps- De preference, au moins l'un desdits 
anticorps precites est un anticorps de capture et au moins 
1' autre desdits anticorps est un anticorps de detection. 

Dans les modes de realisation precit6s, la mise en 
evidence de la formation du complexe constitue par 
l'heterocomplexe et au moins un anticorps ou par 
l'heterocomplexe et au moins deux anticorps peut etre 
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realisee par tous moyens appropries, par exemple par 
criblage en fonction de la taille a l'aide d'un appareil de 
tri, par criblage en fonction de la masse moleculaire a 
l'aide d'une colonne de separation ou par marquage direct ou 
indirect d r au moins un anticorps ou par tout autre moyen 
approprie . 

Dans un mode de realisation le precede consiste a 
(i) (i) disposer d'un echantillon biologique a tester, (ii) 
met t re en contact ledit echantillon biologique avec au moins 
un anticorps de capture, ledit anticorps de capture etant 
choisi parmi les anticorps qui se lient specif iquement a la 
proteine GM2AP , a la proteine GM2AP mutee, a la proteine 
MRP 14 , au complexe GM2AP/GM2, au complexe GM2AP mutee /GM2 et 
au complexe MRP14/GM2 ; et avec au moins un anticorps de 
detection marque, ledit anticorps de detection etant choisi 
parmi les anticorps qui se lient specif iquement a la 
proteine GM2AP, a la proteine GM2AP mutee, a la proteine 
MRP 14, au complexe GM2AP/GM2, au complexe GM2AP mutee/GM2 et 
au complexe MRP14/GM2, et (iii) on detecte et/ou quantifie 
le facteur cytotoxique par detection et/ou quantification de 
1' anticorps de detection marque, etant entendu que GM2AP 
mutee correspond a la sequence SEQ ID NO : 2. 

De preference, on realise la detection et/ou la 
quantification du facteur cytotoxique en utilisant 
differents principes d' immunoessais qui sont bien connus de 
l'homme du metier, tels que ELISA et ELFA et avant ageusement 
on utilise un immunoessai de type « sandwich ». 
L'immunoessai « sandwich » peut etre realise en une ou 
plusieurs etapes, e'est a dire sans etape de lavage ou avec 
une ou plusieurs etapes de lavage. 

L' anticorps ou les anticorps de detection sont 
marques par tout marqueur approprie. Le marquage peut ainsi 
etre un marquage radioactif, un marquage par une enzyme, un 
marquage par une molecule f luorescente, un marquage par une 
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vitamine, un marquage colorimetrique . Dans la presente 
invention le marqueur est de preference une vitamine,, la 
biotine, la detection est realisee par 1' addition de 
streptavidine couplee a la peroxydase de raifort et la 
revelation est effectuee par addition de dihydrochlorure 
d' orthophenylenediamine . 

L'anticorps on les anticorps de capture sont 
immobilises directement ou indirectement sur une phase 
solide. 

Le terme « anticorps » utilise dans la presente 
invention englobe les anticorps monoclonaux et polyclonaux, 
leurs fragments et leurs derives- Par fragment d' anticorps 
on entend les fragments F(ab)2, Fab, Fab' , sFv d r un 
anticorps natif 6 ' 7 et par derive on entend, entre autres, un 
derive chimerique d' un anticorps natif 8 ' 9 . Ces fragments 
d' anticorps et derives d' anticorps conservent la capacite de 
se lier select ivement a l'antigene cible. II peut etre 
avantageux d'utiliser des anticorps humanises. Les formes 
« humanisees » d' anticorps non humains, par exemple murins, 
sont des anticorps chimeres qui comprennent une sequence 
minimale derivee d'une immunoglobuline non humaine. Pour la 
plupart, les anticorps humanises sont des immunoglobulines 
humaines (anticorps recepteur) dans lesquelles des residus 
d'une region hypervariable du recepteur sont remplaces par 
des residus d'une region hypervariable d'une espece donneur 
(anticorps donneur) non humaine, telle que souris, rat, 
lapin ou primate non humain, ayant la specificite, 
l'af finite et la capacite souhaitees. Dans certains cas, les 
residus (FR) de la region Fv de 1' immunoglobuline humaine 
sont remplaces par des residus correspondant s non humains . De 
plus, les anticorps humanises peuvent comprendre des residus 
qui ne sont pas trouves dans 1' anticorps receveur ou dans 
1' anticorps donneur. Ces modifications sont effectuees pour 
ameliorer les performances de 1' anticorps . En general, 
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l'anticorps humanise comprendra au moins et de preference 
deux domaines variables, dans lesquels tout ou a peu pres 
tout des boucles hypervariables correspondent a une 
immunoglobuline non humaine et tout ou a peu pres tout des 
regions FR seront celles d'une immunoglobuline humaine . Les 
anticorps humanises f acultativement pourront aussi 
comprendre au moins une partie d'une region constante (Fc) 
d'une immunoglobuline, telle qu' une immunoglobuline 
humaine 10 ' 11 ' 12 . On peut citer notamment les anticorps anti- 
GM2AP et anti-MRP14 decrits dans la demande WO 01/05422 . 

Mais la decouverte surprenante que 1' agent 
responsable de l'activite gliotoxique et implique dans la 
cytotoxicity correspond a 1' heterocomplexe GM2AP/GM2/MRP14 
ou GM2AP mutee/GM2/MRPl4 permet la production d' anticorps 
anti-heterocomplexe qui sont capables de se lier 
specif iquement au complexe GM2AP/GM2, au complexe GM2AP 
mutee/GM2, au complexe MRP 14/ GM2 f au complexe GM2AP/MRP14 ou 
au complexe GM2AP mutee/MRPl4. La production de tels 
anticorps est bien connue de l'homme de l'art. 
L'hererocomplexe GM2 AP / GM2 / MRP 1 4 ou GM2AP mu t e e / GM2 /MRP 1 4 
est utilise comme immunogene pour immuniser des souris 
BALB/c par injection par voie intraperit oneale . La premiere 
injection est realisee avec de 1' adjuvant complet de Freund. 
Les autres injections sont realisees a 4-8 semaines 
d'intervalle avec de 1' adjuvant de Freund incomplet. Un 
dernier rappel est effectue quelques jours avant la fusion 
en eau physiologique - Apr6s ce rappel on preleve les rates 
des souris immunisees et on recueille les splenocytes. Puis, 
on realise la fusion des cellules spleniques avec des 
cellules d'une lignee myelomateuse et on selectionne les 
cellules secretant des anticorps qui reconnaissent en ELISA 
1' heterocomplexe utilise pour 1' immunisation . On selectionne 
finalement les clones produisant des anticorps specifiques 
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de 1'heterocomplexe immun, c'est a dire qui ne reconnaissent 
pas ni GM2AP, ou GM2AP mutee, ni MRP 14, seuls. 

Les anticorps precites peuvent etre utilises dans le 
precede de detection et/ou de quantification du facteur 
cytotoxique soit seuls ou en combinaison. 

Dans un mode realisation prefere du procede de 
1' invention, 1' echantillon a tester est soumis a un 
traitement prealable comprenant : 

une etape de digestion des proteines de 1' echantillon par la 
proteinase K ; une etape d' inactivation de la proteinase K, 
par exemple par precipitation a l'acide trichloroacetique, 
et une etape de neutralisation du pH, par exemple par 
addition d' un tampon tris-maleate . 

1/ echantillon biologique a tester est le serum, le 
plasma, l f urine ou le liquide cephalorachidien, de 
preference l r urine . 

De preference, les anticorps utilises dans le 
procede de 1' invention sont les anticorps monoclonaux et 
polyclonaux suivants : 10E11A11, 13D1E5, 13H9C9, 19C11C10, 
2G12H5 f 79, 2B9H2, 4A7B10, 5H7C10 et 196, Mais il est bien 
evident que tout anticorps qui presente la caracterist ique 
de se lier specif iquement a la proteine GM2AP, a la proteine 
GM2AP mutee, a la proteine MRP 14, au complexe GM2AP/GM2 , au 
complexe GM2AP mutee/GM2, au complexe MRP 14/ GM2 , au complexe 
GM2AP/MRP14 ou au complexe GM2AP mutee/MRPl4 fait partie de 
1' invention, les procedes pour l'obtention de tels anticorps 
etant bien connus de l'homme du metier, comme decrit ci- 
dessus • 

De preference les anticorps utilises dans le test 
sandwich ELISA de detection et/ou de quantification de 
1' invention sont les anticorps monoclonaux et polyclonaux 
suivants : 

anticorps de capture 10E11A11, 13D1E5, 
2G12H5, 4A7B10, 5H7C10, 2B9H2, et 79 
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anticorps de detection 10E11A11, 4A7B10, 
5H7C10, 2B9H2 13H9C9, 19C11C10, 13D1E5 et 
2G12H5 • 

Les anticorps de capture et de detection sont 
avantageusement choisis parmi les couples : 

2B9H2/10E11A11, 
10EllAll/4A7B10-f5H7C10, 
13D1E5+2G12H5/4A7B10+5H7C10, 
79/4A7B10+5H7C10, 
79/2B9H2, 

4A7B10+5H7C10/10E11A11, 

4A7B10+5H7C10/13H9C9+19C11C10, 

2B9H2/10E11A11, 

2B9H2/13H9C9+19C11C10, 

13D1E5+2G12H5/4A7B10+5H7C10, 

79/2B9H2, 

4A7B10+5H7C10/10E11A11, 
4A7B10+5H7C10/13D1E5+22G12H5, 
2B9H2/13D1E5+22G12H5, 
2B9H2/13H9C9+19C11C10 • 

Les anticorps monoclonaux et polyclonaux precites 
sont nouveaux et font egalement partie des objets de la 
presente invention. Leur mode de production sera decrit plus 
en detail dans la partie experiment ale . Les couples 
d' anticorps de capture et de detection selectionnes et 
preferes sont egalement nouveaux et font aussi partie des 
objets de la presente invention. 

La presente invention a egalement pour objet une 
composition pour la detection et/ou la quantification du 
facteur cytotoxique (gliotoxique) precite dans un 
echantillon biologique a tester, ladite composition 
comprenant au moins un anticorps qui se lie specif iquement a 
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l'heterocomplexe GM2AP/GM2/MRP14 ou GM2AP mutee /GM2 /MRP 14 . 
De preference, ladite composition comprend au moins deux 
anticorps qui se lient specif iquement a l'heterocomplexe. 

La presente invention a aussi pour objet une 
composition pour la detection et/ou la quantification du 
facteur cytotoxique (gliotoxique ) precite dans un 
echantillon biologique a tester, ladite composition 
comprenant dans un melange reactionnel et simultanement au 
moins un anticorps de capture et au moins un anticorps de 
detection marqu<§, lesdits anticorps 6tant choisis parmi les 
anticorps qui se qui se lient specif iquement a la proteine 
GM2AP , a la proteine GM2AP mutee et a la proteine MRP 14 de 
1 9 heterocomplexe „ 

De preference, les anticorps de capture et de 
detection sont choisis parmi les anticorps monoclonaux et 
polyclonaux suivants ; 10E11A11, 13D1E5, 13H9C9, 19C11C10, 
2G12H5, 79, 2B9H2, 4A7B10, 5H7C10 et 196. 

Avantageusement , ladite composition comprend au 
moins un anticorps de capture choisi parmi les anticorps 
10E11A11, 13D1E5, 2G12H5, 4A7B10, 5H7C10, 2B9H2, et 79 ; et 
au moins un anticorps de detection choisi parmi les 
anticorps de detection 10E11A11, 4A7B10, 5H7C10, 2B9H2 
13H9C9, 19C11C10, 13D1E5 et 2G12H5. 

Les compositions preferees comprennent les couples 
d' anticorps de capture et de detection suivants : 

2B9H2/10E11A11, 

10E11A11/4A7B10+5H7C10, 

13D1E5+2G12H5/4A7B10+5H7C10, 

79/4A7B10+5H7C10, 

79/2B9H2, 

4A7B10+5H7C10/10E11A11, 
4A7B10+5H7C10/13H9C9+19C11C10, 
2B9H2/10E11A11, 
2B9H2/13H9C9+19C11C10, 
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13D1E5+2G12H5/4A7B10+5H7C10, 
79/2B9H2, 

4A7B10+5H7C10/10E11A11, 
4A7B10+5H7C10/13D1E5+22G12H5, 
2B9H2/13D1E5+22G12H5, 
2B9H2/13H9C94-19C11C10 . 



1/ invention a encore pour objet un melange 
reactionnel pour la detection et/ou de quantification du 
facteur cytotoxique (gliotoxique) precite, ledit melange 
comprenant au mo ins deux anticorps dont au moins l'un se lie 
specifiquement a GM2AP ou GM2AP mutee de 1' heterocomplexe et 
au moins 1' autre se lie specifiquement a MRP 14 de 
1' heterocomplexe . Par melange reactionnel on entend un 
milieu homogene ou heterogene qui comprend simultanement au 
moins les deux anticorps precites. De preference, au moins 
l'un desdits anticorps est un anticorps de capture et au 
moins 1' autre desdits anticorps est un anticorps de 
detection . 

Un autre objet de 1' invention est un complexe 
comprenant 1 ' heterocomplexe lie a au moins deux anticorps, 
dont au moins l'un des anticorps est sp6cifique de GM2AP ou 
de GM2AP mutee et au moins 1' autre anticorps est specif ique 
de MRP 14. 

La sequence SEQ ID NO : 1 correspond a la sequence 
de la proteine GM2AP . 

La sequence SEQ ID NO : 2 correspond a la sequence 
de la proteine GM2AP mutee dans l'exon 2, a la position 40 
(remplacement d'un acide aspartique par une phenylalanine. 

La sequence SEQ ID NO : 3 correspond a la sequence 
de la proteine GM2AP mutee, presentant des mutations a la 
fois dans l'exon 1, dans l'exon 2 et dans l'exon 4 . 

Dans la description detaillee qui va suivre, lorsque 
1'on fait reference a la proteine GM2AP, la sequence a 
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prendre en consideration est la sequence identifiee dans 
l'identificateur de sequence en SEQ ID NO : 1. Par ailleurs, 
quand on fait reference a la proteine GM2AP mutee, la 
sequence a prendre en consideration est la sequence 
identifiee dans 1' identif icateur de sequence en SEQ ID NO : 
2 ; etant entendu que dans les sequences SEQ ID NO ; 1 et 
SEQ ID NO : 2 on peut trouver indif f eremment a la position 
153 une valine ou une alanine, comme explique dans la partie 
experiment ale dans l r exemple 3. Cependant, des experiences 
equivalentes peuvent etre menees en prenant en consideration 
la proteine GM2AP mut<§e presentant des mutations a la fois 
dans l'exon 1, dans l'exon 2 et dans l'exon 4, telle 
qu' identif iee dans 1 r identif icateur de sequence en SEQ ID 
NO : 3. 

Figure . 

La figure annexee represente la courbe dose-reponse 
du complexe ternaire GM2AP +MRP 14+ GM2 (GM2 : 50 pg/ml final) ♦ 
Les quantites de MRP14 sont representees en abscisse (en ng) 
et le pourcentage de cytotoxicity correspondant au 
pourcentage de cellules mortes est represente en ordonnee. 
Dans la presente figure les quantites de GM2AP en ng sont 
respectivement representees par les symboles suivants : 

<j> : 5 ng f % : 10 ng, W : 20 ng, V : 50 ng et %: 100 ng. 

Une experience similaire a ete realisee avec la 

proteine GM2AP mutee au lieu de la proteine GM2 . Les 

resultats obtenus sont similaires a ceux presentes dans la 
figure annexee, 

Exemples . 

Exemple 1 : Protocole du test MTT. 

(i) « Coating » des plaques a la poly-L-lysine • 
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250 pi de solution de poly-L-lysine (12,5 pg/ml) 
steriles sont deposes dans tous les puits de plaques 48 
puits (Falcon 3078) . Apres une incubation de 2 heures a 
37 °C, la solution est aspiree et remplacee par 250 pi d'eau 
sterile pour laver les puits. Une fois les puits vides par 
aspiration, ils sont seches sous le flux d' air d'un poste de 
securite microbiologique . 

(ii) Cellules utilisees 

Les cellules CLTTl-1 sont des astrocytes issus da 
souris transgeniques exprimant le gene large T du polyoma 
virus 13 . Ces cellules sont cultivees a 37 °C en atmosphere 
humide a 5 % de C0 2 , en Dubelcco's Modified Eagle's Medium 
(DMEM) /Ham'' s F12 medium (50/50) 4, 5 g/1 de D-glucose 
supplements avec 10% de Serum de Veau Foetal (SVF) non 
decomplemente, du glutamax (580 mg/1) , de la penicilline 
(500 unites/1) et de la strept omycine (500 p.g/1) . 
(iii) Test de cytotoxicity 

Les echantillons a tester sont prepares 24 heures 
avant le depot pour le test de toxicite et incubes a 4°C. 

Les plagues de 48 puits « coatees » a la poly-'L- 
lysine sont ensemencees avec des cellules CLTT 1-1 a raison 
de 250 pi de suspension cellulaire (6000 cellules/ml) par 
puits, soit 1500 cellules/puits . 

Apres 24 heures d' incubation a 37 °C, en atmosphere 
humide et 5% de C0 2 les echantillons sont deposes a la 
surface du milieu cellulaire. Chaque <§chantillon est depose 
en trois exemplaires. Certains puits permettent d f evaluer 
des temoins (T) cellulaires (aucun depot d' echantillon) ou 
des temoins dits TUC (depot de 10 pi de solution TUC) . Le 
reactif TUC (TRIS 20 mM, uree 250 mM, CaCl 2 1 mM) est une 
solution mimant la chimie de 1' urine. 
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Le depot est homogeneise et , pour eviter toute 
evaporation, un film protecteur est applique sur le dessus 
des plaques - 

Apres 72 heures d' incubation a 37°C, en atmosphere 
humide et 5% de C0 2 , la revelation par le test MTT est 
realisee. Le surnageant cellulaire est aspir<§ en prenant 
soin de ne pas retirer les cellules du fonds des puits. 250 
pi de solution MTT (0.5 mg/ml dans du milieu de culture) 
sont deposes delicatement sur les cellules. Apres 3 heures 
d' incubation a 37°C, la solution est aspiree et les cristaux 
de formazan formes dans les cellules sont solubilises avec 
de l'isopropanol, HC1 IN (40 pl/ml) . 

Une fois homogene, 70 ul de solution de chaque puits 
de la plaque 48 puits sont transvases dans les puits d'une 
plaque 9 6 puits, afin de faire une lecture de densite 
opt ique . 

Les absorbances sont lues a 570 nm/650 nm. 

Le pourcentage de cytotoxicity peut etre calcule : 
MoyT = moyenne des absorbances des temoins 
oT = ecart type des absorbances des temoins 
CO "= CutOff = MoyT - 2 CT 

DO = absorbance moyenne des echantillons 

% toxicite = (1 - (DO /CO)) x 100 

Pour etre valides, les absorbances de chaque 
echantillon (en trois exemplaires) ne doivent pas avoir un 
ecart type superieure a 10% de 1' absorbance moyenne. 

Exemple 2 : Preparation de pools d' urine . 

100 litres d' urine SEP (0,2-0,5 litre provenant de 
la premiere miction matinale de patients) ont ete collectes. 
Les urines de patients contaminees par voie bacterienne ou 
celles de patients traites par des medicaments susceptibles 
d'interferer avec le bioessai de gliotoxicite 4 ont ete 
eliminees. Les echantillons individuels ont ete testes pour 
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la gliotoxicite et un pool final de 4 6 litres d' urine avec 
une gliotoxicite significative, par le test MTT, a ete 
selectionne. En parallele, un volume equivalent d' urine de 
donneurs sains avec une gliotoxicite negative pour chaque 
echantillon a ete obtenu. Les etapes de concentration et de 
purification de ce materiel, 1' analyse proteique et la 
strategie d' identification sont presentes ci-dessous . 

• Purification des proteines urinaires. 

Les pools d' urine SEP positifs et SEP negatifs ont 
6te purifies pour obtenir une concentration elevee en 
proteines . 

(i) Precipitation : 

Des precipitations au sulfate d f ammonium 
(Prolabo - ref . 21 333 365) ont ete effectuees sur les pools 
d' urine SEP positif et SEP negatif. Le pourcentage de 60 % 
de sulfate d' ammonium sature pour 40 % d'urine, soit 390 
grammes de sulfate d' ammonium par litre d' urine a ete 
utilise* Chaque pool est reparti en fractions de 1,8 litres 
dans des flacons de 2 litres pour ameliorer la 
precipitation. La precipitation a et6 effectuee durant 2x8 
heures, a temperature ambiante, sous agitation douce. Apres 
centrif ugation des pools d' urine a 3000 tpm pendant 10 min., 
a une temperature de 10 °C, le culot obtenu est repris dans 
un tampon Tris 2 0 mM contenant du CaCl 2 1 mM et de 1'uree a 
0,25 M. Le melange a ensuite ete centrifuge a 3000 tpm 
pendant 10 min. Le surnageant contient les proteines 
concentrees. II est soit utilise immediatement pour l'etape 
suivante, soit congele si 1'etape suivante ne peut etre 
effectuee en continu. 

(ii) Chromatographic par echange d' ions : 

La solution contenant les proteines a ensuite 
ete passee sur un gel DEAE Fast Flow (nom commercial, 
commercialise par PHARMACIA) . Cette etape est effectuee a 
basse pression sur une colonne PHARMACIA remplie de gel. Les 
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tampons sont amenes sur la colonne par une pompe 
peristaltique qui permet -an debit regulier. Le tampon 
d' equilibration de la colonne est le tampon Tris 2 0 mM, pH 
7. La fraction correspondant au surnageant de precipitation 
et contenant une quantite de sels trop elevee est dialysee 
contre ce tampon avant depot sur la colonne, Une elution par 
un gradient salin permet de recuperer les proteines. Le 
gradient d' elution est effectue par palier de NaCl 100, 200, 
300 , 500 mM dans le tampon d r equilibration de la colonne, 
Les fractions d' elution sont testees par le test MTT , Seules 
les fractions positives, c' est a dire les fractions eluees a 
200 Mm NaCl, sont conservees. Ces fractions sont traitees 
irnmediatement ou conservees a l'etat lyophilise. 
(iii) Purification : 

Une chromatographie d' exclusion sterique basee 
sur la difference de taille et de forme des proteines a 
eluer a ete utilisee. La fraction correspondant h 1' elution 
200 mM NaCl est deposee sur la colonne, Au cours de 
1' elution, les proteines de faible masse moleculaire sont 
retenues et done eluees plus tardivement que les grosses 
molecules, Les purifications ont ete effectuees sur HPLC 
avec une colonne TosoHaas TSK Prep G 3000 SW, d'un diametre 
de 21,5 mm et d'une longueur de 3 00 mm. La limite 
d' exclusion en masse moleculaire est de 500 000 daltons . Le 
tampon d' elution utilise contient du phosphate 10 0 mM, du 
sulfate de sodium 100 mM, a pH 6,8, La separation du melange 
de proteines a ete effectue en 60 min . Seule la fraction 
correspondant a une masse de 15-20 000 daltons a ete 
conservee. Cette fraction est dialysee dans un tampon Tris 
20 mM contenant du CaCl 2 0,2 mM, pH 7,2, puis lyophilisee. 

A chaque etape, seules les fractions presentant une 
activite toxique significative ont ete retenues pour 1' etape 
suivante. Un controle de l f activite toxique des proteines a 
ete effectu6 a chaque etape, a l'aide du test MTT, Seules 
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les fractions presentant une activite toxique significative 
ont ete retenues pour 1'etape de purification 
supplementaire . 

(iv) Purification supplementaire des proteines 
urinaires par chromatographie en phase inverse : 

Les pools d' urine provenant de patients SEP 
(pool SEP positif) et de patients non SEP (pool SEP 
negatif) , obtenus apres purification, ont ete repris dans de 
l'eau distillee, puis dilues avec une solution 0,2% TFA/10% 
acetonitrile pour obtenir une concentration finale d' environ 

130 a 140 pg/ml. 

La separation par HPLC phase inverse C8 a ete 
effectuee sur une colonne Brownlee Aquapore (nom commercial) 
commercialisee par la societe Perkin Elmer (caracteristiques 
de la colonne : 300 angstroms/7 pm/ (100x4, 6) mm). Deux 
colonnes distinctes ont ete utilisees respectivement pour 
les pools positif et negatif. Les injections ont ete 
realisees par multi-injections de 250 pi. Les proteines ont 
ete eluees avec un gradient lineaire de 5% a 15% de tampon A 
en 5 min., puis de 15% a 100% de tampon B en 95 min., a un 
debit de 0,5 ml /min . Les tampons de separation A et B 
utilises sont respectivement le tampon 0,1% TFA (Pierce n° 
28904)/ eau MilliQ et le tampon 0,09% TFA/80% acetonitrile 

(Baker) . La detection a ete effectuee par mesure de 
l'absorbance UV a 205 et 280 run. La collecte des fractions a 
ete effectuee en fractions de 1,5 ml et de 0,5-1 ml dans la 

zone d'interet. Les fractions ont ete congelees apres la 

collecte dans de la carboglace. 

Les fractions collectees ont ensuite ete sechees en 

Speed Vac et reprises dans 100 pi de 0,1% TFA/30% 

acetonitrile. 20pl des fractions ont ete transferes dans des 

eppendorfs de 500 pi, seches et laves a deux reprises avec 

10 0 pi d'eau MilliQ, puis seches de nouveau. 
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L f activite toxique des proteines contenues dans 
chaque fraction recueillie apres elution a ete determinee a 
l'aide du test MTT . Seule la fraction X76/43 du pool SEP 
positif presente une activite toxique in vitro. Le numero de 
cette fraction correspond a l'ordre de 1' elution en fonction 
des conditions d f elution enoncee dans l'exemple. Son 
activite toxique a ete confirmee In vitro par FACS sur des 
cellules astrocyt aires murines, comme decrit dans la demande 
WO 98/11439, Son profil sur SDS-PAGE revelait des bandes 
proteiques a 55 kDa, 35kDa, 20 kDa, 18 kDa, 14kDa et 8 kDa. 
La fraction correspondante X76/43 du pool SEP negatif, 
obtenue a partir des urines de controle, ne presentait 
aucune activite toxique par le test MTT . Son profil sur SDS- 
PAGE montrait des bandes a 55 kDa, 35 kDa et 20 kDa. 

• Analyse des prot<§ines obtenues par separation sur 
HPLC sur gel SDS-TRICINE. 

Le contenu proteique de la fraction X7 6/43 du pool 
temoin SEP negatif et de la fraction X76/43 du pool SEP 
positif a ete observe apres separation sur gel SDS-TRICINE 
16% et coloration du gel au zinc/imidaz ole . 

Le pool de collecte de la fraction X76/43 obtenue 
par HPLC a ete depose sur un gel SDS-TRICINE 16% precoule de 
10 puits et de 1 mm d'epaisseur (commercialise par la 
societe Novex) . Les conditions d r utilisation du gel 
correspondent a celles preconisees par le fournisseur. 
L' echantillon est repris dans 75 pi du tampon d' echantillon 
1 fois concentre (SDS-TRICINE N° LC 1676, 1 ml deux fois 
concentre -f 50yl de p-mercaptoethanol (Pierce) dilue au 1/2 
dans de l'eau) et 25jil de 1' echantillon sont deposes sur le 
gel en trois fois. Le pool de collecte de la fraction X76/43 
provenant du pool SEP negatif a ete depose sur le gel dans 
les memes conditions que celles decrites pour le pool SEP 
positif. La migration sur les deux gels a ete effectuee en 
parallele dans la meme cuve de migration (XCELL II NOVEX 
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(nom commercial) ) a un voltage constant de 125 mV pendant 2 
heures. La cuve est placee dans un bac contenant de la 
glace. Les gels ont ete colores directement apres la 
migration par coloration au zinc /imidazole (kit de 
coloration 161-0440 commercialise par la societe BIORAD) 
pour obtenir une coloration negative reversible. 

• Digestion a la trypsine des bandes de gel. 
Toutes les bandes de proteines visualisees dans les 
depots de la fraction X7 6/43 ont ete decoupees et soumises a 
une proteolyse dans une solution de trypsine pendant une 
nuit. Les bandes de gels sont decoupees au scalpel en 
tranches de 1 mm et transferees dans des tubes eppendorf s . 
Les eppendorfs sont soumis a un pic de centrif ugation pour 
faire tomber les morceaux de gel et apres centrif ugation 10 0 
pi de tampon de lavage (100 Mm NH 4 CO 3 /50% CH 3 CN) sont ajoutes 
aux morceaux de gel. Apres 3 0 min. d' agitation a temperature 
ambiante, le surnageant est enleve par fractions de 20 pi et 
l'etape de lavage est renouvelee deux fois. Les eppendorfs 
sont seches pendant 5 min. en speed vac. 20 pg de trypsine 
(Modified sequenal grade P ROME GA V5111) (nom commercial) 
sont repris dans 200 pi de tampon de digestion (5 mM TRIS, 
pH 8) et sont dissous pendant 30 min. a temperature 
ambiante, sous agitation intermitt ente et 20 a 30 pi de 
trypsine resuspendue sont ajoutes aux morceaux de gel. Les 
eppendorfs sont centrifuges et conserves en chambre chaude a 
28 °C pendant une nuit. Apres digestion les bandes de gel 
peuvent etre utilisees imm^diatement pour les mesures de 
masse ou congelees pour usage ulterieur. Des proteines de 
poids moleculaires apparents eleves ont ete trouvees dans 
les deux fractions. Par contre les bandes de poids 
moleculaires apparents de 8, 14, 18 kDa ne sont visibles que 
dans la fraction X76/43 du pool SEP positif . 
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Exemple 3 : Spectrometrie de masse et sequengage des 
proteines . 

• Analyse par spectrometrie de masse MALDI-TOF des 
fragments proteolytiques . 

30 pi de tampon d r extraction (2% TFA/50% 
acetronitrile) sont ajoutes aux echantillons. Les eppendorfs 
a analyser sont soumis a une cent rif ugation de 5 min . , puis 
a une sonication de 5 min. et finalement a une 
centrifugation de 1 min. 

Sur un disque en acier inoxydable, 14 depots de 0,5 
pi de matrice (acide OC-cy ano-4-hydroxy-t rans-cinnamique a 
saturation dans de 1' acetone) sont realises. One fine couche 
microcristalline uniforme est obtenue. 0,5 pi d' une solution 
de 2% TFA/eau sont deposes sur cette sous-couche sur les 14 
depots , puis 0,5 pi d' echant illon a analyser sont ajoutes. 
Dans cette goutte ainsi form^e, 0,5 pi d'une solution a 
saturation d' acide <X-cyano-4-hydroxy-trans-cinnamique dans 
50% acetonitrile/eau sont ajoutes. Apres un sechage a 
temperature ambiante pendant 30 min. f les depots cristallins 
sont laves avec 2 pi d'eau qui sont immediatement evacues 
par un souffle d'air. Tous les spectres sont obtenus sur un 
spectrometre de masse BRUKER BIFLEX (marque de commerce) 
equipe d f un reflectron. Les mesures (90 a 120 tirs laser sur 
1' ensemble du depot) sont accumulees pour obtenir un spectre 
de masse qui soit le plus representatif de 1' ensemble des 
peptides presents dans le sandwich matrice-echantillon. Pour 
chaque depot, une calibration avec les peptides de 
1'autolyse de la trypsine a ete faite afin de pouvoir 
utiliser une precision de mesure inferieure k 100 ppm. 

Les resultats de spectrometrie de masse ont 6te 
recherches dans les banques de donnees en utilisant 
l'algorithme MS-FIT du logiciel Protein Prospector 
(http : //prospector .ucsf . edu) . 
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• Sequengage N- terminal des peptides de digestion. 
~ (i) Extraction et separation par HPLC des peptides 
de digestion. 

Les peptides obtenus apres digestion par la trypsine 
ont ete extraits en 3 fois 30 ruin. dans un bain de 
sonication avec 0,1% TFA/60% acetonitrile. Les solutions 
d' extraction sont reunies et sechees jusqu'a 20 pi en speed 
vac. Apres dilution dans 80 pi de tampon A (0,1 % TFA/eau) , 
les extractions des bandes de gel, digerees avec de la 
trypsine, sont injectees sur une colonne C18/MZ- 
Vydac/ (125x1, 6) mm/5 pm (nom commercial). L r elution des 
peptides se fait a un debit de 150 pl/min. et dans un 
gradient allant de 5% de tampon B (0,09% TFA/80% 
acetronitrile) a 40% de tampon B en 40 min., puis de 40% de 
tampon B a 10 0 % de tampon B en 10 min. La detection est 
faite par mesure de l'absorbance UV a 205 nm. La collecte 
des pics est effectu^e dans des tubes eppendorf de 500 pi. 
Les pics peptidiques individuels collectes sont ensuite 
soumis a une analyse de la sequence en acides amines N— 
terminale . 

- (ii) Sequengage N-terminal : 

Les fractions correspondant a un seul pic de masse 
ont ete analysees par degradation d'Edman sur un sequenceur 
(Modele 477A PERKIN ELMER/ Applied Biosystems) . Les 
conditions de sequengage sont celles decrites par le 
constructeur . Une micro cartouche a ete utilisee pour le 
depot des echantillons et les PTH-AminoAcid sont identifies 
avec un systeme HPLC online (Modele 12 OA PERKIN 
ELMER/ Applied Biosystems) . 
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•Re suit at s 

Les resultats de 1' analyse par spectrometrie de 
masse et du sequengage sont presentes dans le tableau 1 ci- 
dessous . 
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Tableau 1 



MW (kDa) 


ISM 


IS 


SEP 


Controle 


SEP 


Contrdle 


55 


Albumine 
serique 
humaine 


Albumine 
serique 
humaine 


ND 


ND 


35 


Inhibiteur de 
la trypsine 
inter-alpha 


Inhibiteur de 
la trypsine 
inter-alpha 


ND 


ND 


20 


Perlecan* 


Perlecan* 


Perlecan* 


Perlecan 


20 


NI 


NI 


Proteine de 
liaison au 
retinol 


Proteine de 
liaison au 
retinol 


20 


NI 


NI 


Proteine 
activatrice du 
GM2 


Pas presente 
Pas detectee 


18 


Proteine 
act ivat rice du 
GM2 


Pas de bande 
sur le gel 


Proteine 
activatrice du 
GM2 


Pas de bande 
sur le gel 


14 


MRP 14 


Pas de bande 
sur le gel 


MRP 14 


Pas de bande 
sur le gel 


8 


Non identifiee 


Pas de bande 
sur le gel 


Saposine B 


Pas de bande 
sur le gel 



MW: poids moleculaire moyen 



ISM : identification par spectrometrie de masse 
IS : identification par sequencage 
NI : pics restants non identifies 
ND i non determine 

* : identique au fragment C-terminal de 20 kDa du perlacan probableraent resultant de 
la proteolyse anterieure de la proteine complete de 467 kDa dans les urines ou pendant 
le precede de purification. 

Un melange de proteines co-purifiees etait encore 
present a la fois dans la fraction finale de purification 
SEP et dans la fraction controle correspondante. Les 
proteines identifiers dans ces deux echantillons ont ete 
considerees comme etant non pertinentes en raison de 
1' absence d'activite gliotoxique dans ces deux fractions. 

En consequence, GM2AP (18kDa) , MRP14 ou calgranuline 
B (14kDa) , et saposine B (10 kDa) ont ete considerees comme 
des candidats potentiels pour 1'activite gliotoxique. 

Par ailleurs, le sequencage N-terminal des fragments 
digeres par la trypsine de la bande de 18 kDa dans la 
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fraction SEP a montre la presence de polymorphisme dans 
differentes positions de GM2AP . Une mutation dans 1' exon 1, 
a la position 19 de la sequence en acides amines de GM2AP, 
ou une alanine est remplacee par une threonine. Une mutation 
dans l'exon 2, ou un acide aspartique est remplace par une 
phenylalanine a la position 4 0 de la sequence en acides 
amines de GM2AP . Cette mutation n' a jamais ete retrouvee 
dans 1' ADN genomique de donneurs sains ou de malades . Deux 
autres mutations dans l'exon 2, respectivement aux positions 
5 9 et 6 9 de la sequence en acides amines de GM2AP qui 
correspondent au remplacement d'une isoleucine par une 
valine et d'une methionine par une valine, Une mutation dans 
l'exon 4 qui consiste en un remplacement d'une valine par 
une alanine a la position 153 de la sequence en acides 
amines de GM2AP s'est revele etre un nouveau polymorphisme 
non decrit apres different s sequengages de 1' ADN genomique 
de lymphocytes provenant d' individus sains (donneurs de 
sang) et de patients atteints de sclerose en plaques. Cette 
mutation dans l'exon 4 a ete retrouvee chez 3 sur 27 
patients SEP testes, ainsi que chez 8 sur 27 individus de 
controle suggerant un polymorphisme normal. Une autre 
mutation est retrouvee dans l'exon 4, a la position 171 de 
la sequence en acides amines de GMPA2 , ou une lysine est 
remplacee par une glutamine. 

Les sequences en acides amines de GM2AP et de GM2AP 
mutee sont respectivement representees dans 1' ident if icateur 
de sequences en SEQ ID NO : 1 et SEQ ID NO : 2, etant 
entendu que dans ces deux sequences SEQ ID NO : 1 et SEQ ID 
NO : 2 on peut trouver indif f eremment a la position 153 une 
valine ou une alanine, puisque la mutation dans l'exon 4 
pour cette position suggere un polymorphisme normal. 
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Exemple 4 : Proteines recombinant es . 

Des proteines recombinantes (achetees ou produites 
par transf ection) ont ete utilisees pour evaluer le 
potentiel gliotoxique des proteines candidates. 

Les proteines dites « non humaines », c'est a dire 
des proteines recombinantes produites dans un systeme 
d' expression procaryote {E . coll) par transformation avec un 
plasmide contenant l r insert a exprimer, ou dans un systeme 
d' expression eucaryote dans des levures ou cellules 
d'insectes infectees par le baculovirus ayant integre 
1' insert a exprimer, suivantes ont ete utilisees : 

La proteine MRP 1 4 (ou Calgranuline B ou S100A9) 
fusionnee en N-terminal avec une queue histidine et produite 
dans E. coll ; la proteine MRP 8 (ou Calgranuline A ou 
S100A8) produite dans E. coll ; et 1' het erocomplexe 
MRP 14/ MRP 8 (ou Calprotectine) natif humain, achetes au Dr C. 
Kerkhoff (universite de Munster, Allemagne) . 

La proteine GM2AP (precurseur de 1'activateur du 
ganglioside GM2 ) fusionnee en N-terminal avec une queue 
histidine produite en Baculovirus et la proteine Sap B 
(Saposine B) produite en levure, achetees au Pr K. Sandhoff 
(Institut Kekule, universite de Bonn, Allemagne) * 

Ces proteines possedent leur propre activite 
physiologique decrite dans la litterature. 

Les proteines dites « humaines », c'est a dire des 
proteines recombinantes produites dans un systeme 
d' expression eucaryote dans des cellules humaines 
transfectees par un plasmide approprie ayant integre 
1' insert a exprimer ont ete produites selon le protocole 
decrit ci-dessous . 

Les cellules 293T (cellules primaires embryonnaires 
humaines de rein transf orm^es par un adenovirus de type 5, 
exprimant l'antigene T) ont ete cultivees a 37 °C en 
atmosphere humide a 5% de C0 2r en DMEM 4,5 g/1 de D-glucose 
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supplements avec 10% de Serum de Veau Foetal (SVF) 
de complements, du glutamax (580 mg/1) , de la penicilline 
(500 unites/1) et de la streptomycine (500 pg/1) . 

Pour realiser la transfection transitoire, des 
plasmides appropries contenant le cDRA des proteines 
d'interet, MRP14, GM2AP et . GM2AP mutee (Acide 
aspartique/Phenylalanine/position 40) precedes d'un peptide 
de secretion (IgK) en N terminal, ont ete utilises. 

Les cellules 293T sont transfectees avec un reactif 
« Transfectant » compose de lipides qui complexent et 
transportent 1 r ADN dans les cellules. Les cellules 293T sont 
trypsinees, ensemencees a 2 millions de cellules par flacon 
de 75 cm 2 , et incubees 1 nuit a 37 °C , en atmosphere humide 
et 5% C0 2 dans 10 ml de milieu de culture (DMEM 4,5 g/1 de 
D-glucose supplements avec 10% de serum de veau foetal (SVF) 
decomplemente, du glutamax (580 mg/1) , de la penicilline 
(100 unites/ml) et de la streptomycine (100 pg/ml) ) . 

La solution de transfection est preparee 
extemporanement en utilisant le rapport 3/2 [volume de 
Transfectant (pi) /quant ite d'ADN plasmidique (pg) ] qsp 1ml 
de 'milieu sans SVF. 

Apres 45 minutes de contact a temperature ambiante, 
la solution de transfection est ajoutee goutte a goutte sur 
un tapis cellulaire non confluent. 

Apres 72 heures d' incubation a 37°C, en atmosphere 
humide et 5% C0 2 , les surnageants sont recuperes, 
centrifuges 10 minutes a 2500 tpm. 

La quantification de proteine produite est alors 
realisee soit par le kit de dosage MRP Enzyme Immunoassay 
(nom commercial) commercialise par BMA Biomedicals AG, 
Augst, Switzerland, en suivant la notice pour la proteine 
recombinante humaine MRP 14, soit par la technique du Western 
Blot semi quantitatif avec des anticorps polyclonaux de 
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lapin anti-GM2AP. Ces techniques donnent des valeurs 
indicatives pour une comparaison relative. 

Les surnageants bruts issus de cette production 
seront utilises notamment pour les tests d f activite toxique 
et de detection. 

Exemple 5 : Toxicite des proteines « non humaines ». 

La toxicite des proteines recombinantes « non 
humaines » MRP 14, MRP 8, GM2AP , SapB a ete evaluee par le 
test MTT. 

Les proteines ont ete testee dans une gamme definie 
a partir de 1' evaluation de la concentration de chaque 
proteine dans differentes urines. Les gammes sont realisees 
dans differents tampons, soit dans la solution TUG, soit 
dans deux types d' urine : des urines provenant de patients 
atteints de sclerose en plaques et qui etaient toxiques par 
le test MTT (urine SEP), et des urines provenant d'un 
recrutement de donneurs non SEP qui n' etaient pas toxiques 
par le test MTT (urine normale) . Les urines avaient au 
prealable ete traitees 30 min. a 56°C et filtrees. 

Les resultats montrent que, prises individuellement , 
les proteines testees dans la solution TUC et dans les 
urines normales ne sont pas toxiques par le test MTT. Aucun 
effet significatif des proteines GM2AP, MRP 14 et Saposine B 
n'est mis en evidence dans les urines SEP par le test MTT. 
On note une inhibition de la toxicite avec une dose MRP 8 
egale ou superieure a 3 ng. 

Ces resultats sont presentes dans le tableau 2. 



Tableau 2A : Gamme dans la solution TUC 



Prot6ine 


Quantity en ng 


Cytotoxicity en % | 


GM2AP 


5 


-4 8 




2, 5 


-19 




1,25 


-122 




0 1 


-55 


MRP 14 


10 


-20 




5 


-22 
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2,5 


-34 




0 


-11 ! 


Saposine B 


50 


-9 




40 


-8 




30 


-16 




20 


-3 




10 


-16 




0 


-18 


MRP 8 


3 


-18 j 




1,5 


-19 




! 0,5 


-14 




0 


-19 



Tableau 2B : Gamme dans les urines 



Proteine 


Quantite en ng 


Urine SEP 
Cytotoxicity en % 


Urine normale 
Cytotoxicity en % 


GM2AP 


5 


34 


-11 




2,5 


41 


-7 \ 




1,25 


32 


-13 




0 


42 


-4 


MRP 14 


10 


29 


-8 




5 


29 


10 




2,5 


33 


9 ! 




0 


37 


7 


Saposine B 


100 


44 


ND 




j 80 


54 


ND 




50 


58 


ND 




30 


67 


ND 




| 20 


70 


ND 




10 


69 


ND 




0 


62 


ND 


MRP8 


3 


-18* 


8 




1/5 


50 


5 




0,5 


46 


10 




0 


40 


8 ; 



Pour MRP 14 et MRP 8 il s 1 agit d'un pourcentage de cytotoxicity moyen sur 2 essais 



ND: non determine 

*dans une autre urine SEP, la meme inhibition de toxicite est observee 

Des combinaisons de proteines GM2AP/MRP14, Saposine 
B /MRP 14 et Saposine B/GM2AP/MRP14 ont ensuite ete preparees 
dans la solution TUC et dans les deux types d' urine comine 
decrit ci— dessus. En combinaisons « controles », 

l'heterocomplexe MRP14/8 ou la proteine MRP 8 remplacent la 
proteine MRP 14 dans les differentes combinaisons 
GM2AP/MRP14/8, Saposine B/GM2AP/MRP8 . Les combinaisons 
« controles » ont ete preparees de la meme maniere. Toutes 
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les combinaisons ont ete incubees une nuit a 4°C avant 
d'etre testees pour leur toxicite par le test MTT . 

Les resultats sont presentes dans le tableau 3. 



Tableau 3A : Gamme dans la solution TUC 



r Combinaisons de prote±nes 


Cytotoxicite % 


GM2AP (ng) 


MRP 14 (ng) 






20 


1 




-12 


20 


0, 5 




-8 


10 


1 




-9 


10 


0,5 




18* 


I o 


0 




0 


GM2AP (ng) 


MRP14/8 (ng) 






20 


20 




-14 


20 


10 




-21 ! 


10 


20 




-12 


10 


10 




-16 


0 


0 




0 


Sap. B (ng) 


MRP14 (ng) 






30 


1 




-17 ! 


30 


0,5 




-19 


15 


1 




-9 ! 


15 


0,5 




-8 


0 


0 




0 


GM2AP (ng) 


MRP14 (ng) 


Sap. B (ng) 




20 


1 


30 


-11 | 


20 


1 


15 


-4 


20 


0,5 


30 


-15 | 


20 


0,5 


15 


-14 


10 


1 


30 


-9 


10 


1 


15 


-5 


10 


0,5 


30 


-21 


10 


0,5 


15 


-17 


0 


0 


0 


0 



MRP14/8: heterocomplexe natif humain 



Sap. B : Saposine B 

*: moyenne de deux essais 

Les resultats du tableau 3A montrent que les 
combinaisons GM2AP/MRP14, GM2AP/MRP14 / 8 , Saposine B / MRP 1 4 et 
GM2AP /MRP 14 /Saposine B n'ont aucun effet toxique dans le 
TUC, quelque soit la quantite testee. Seule la combinaison 
GM2AP ( 1 Ong) /MRP 14 ( 0 , 5ng) sembiait presenter une toxicite, 
mais cette activite toxique n' a ensuite pas ete retrouvee 
dans deux essais supplementaires comparables . De plus, des 
essais additionnels ont ete realises avec la combinaison 
GM2AP/MRP14 en utilisant differentes quantites de GM2AP et 
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de MRP 1 4 . Les resultats obtenus ont confirmes que la 
combinaison GM2 AP / MRP 1 4 n'a pas d'effet toxique dans le TUC, 
quelque soit la quantite testee. 



Tableau 3 B: Gamme dans les urines normales. 



Combinaison de proteines 
Quantites en ng 


Cytotoxicity % 
Urine normale 1 


Cytotoxicity % 
Urine normale 2 


GM2AP 


MRP 14 








20 


1 




-10 


26 


i 20 


0,5 




0 


25 


10 


1 




3 


8 


10 


0,5 




-6 


20 


0 


0 




-19 


10 


Sap . B 


MRP 14 








30 


1 




0 


16 


30 


0,5 




-4 


15 


15 


1 




-10 


13 


15 


0, 5 




3 


11 


0 


0 




-19 


10 


GM2AP 


MRP14 


Sap. B 






20 


1 


30 


-19 


19 


20 


1 


15 


8 


9 


20 


0,5 


30 


-27 


25 


20 


0,5 


15 


16 


] 13 


10 


1 


30 


7 


17 


10 


1 


15 


5 


32 


10 


0,5 


30 


14 


23 


10 


0,5 


15 


4 


22 


0 


0 


0 


-88 


12 



Sap. B: Saposine B 



Comme cela ressort du tableau 3B, la combinaison 
GM2AP/MRP14 est toxique dans 1' urine normale puisque la 
toxicite augmente en fonction de 1 9 augmentation de la 
quantite de proteine GM2AP . Mais cette toxicite apparait peu 
stable et peu reproductible et semble etre dependante de 
l'echantillon d' urine (voir comparaison du pourcentage de 
cytotoxicity entre urine normale 1 et urine normale 2, dans 
le tableau 3B) . 

La combinaison Saposine B / MRP 1 4 est a la limite de 
la signif icativite dans 1' urine normale. 

Les resultats obtenus avec la combinaison 
GM2AP/MRP14/Saposine B sont dif f icilement interptet ables . 
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La toxicite des combinaisons de proteines 
GM2AP/MRP14 et Saposine B / MRP 1 4 a egalement ete testee vis a 
vis d' urines normales et d r urines toxiques issues de 
patients atteints de sclerose en plaques (urine SEP) . 

Les resultats sont presentes dans le tableau 3C . 



Tableau 3C : Gairime dans les urines non SEP et SEP 



Combinaisons de 


Cytotoxicity % 


Cytotoxicity % 


Cytoxocite % 


proteines (no;) 


Urine normale 1 


Urine normale 2 


Urine SEP 


GM2AP 


MRP 14 








20 


1 


-10 


26 


7 


20 


0,5 


0 


25 


12 


10 


1 


3 


8 


8 


10 


0,5 


-6 


20 


9 


0 


0 


-19 


10 


22 j 


Sap.B 


MRP 14 








30 


I 1 


0 


16 


32 ! 


30 


0,5 




15 


28 


15 


1 


1 -io 


13 


16 | 


15 


0, 5 


3 


11 


14 


0 


0 


-19 


10 


22 



Sap. B : saposine B 



La combinaison Saposine B / MRP 1 4 n' a aucun effet 
toxique dans les urines normales et dans 1' urine SEP , 
quelque soit la quantite testee* 

La combinaison GM2AP/MRP14 ne presente pas d' effet 
toxique vis a vis de 1' urine normale 1, mais presente un 
effet toxique vis a vis de 1' urine normale 2 (quand GM2AP 
augmente, ela toxicite de 1' urine augmente) . On constate par 
ailleurs un effet inverse vis a vis de l r urine SEP ♦ Quand la 
quantite de MRP 14 augmente , la toxicite de 1' urine diminue . 

Exemple 6 : Toxicite des proteines « humaines » 

Les proteines GM2AP, GM2AP mutee dans l'exon 2 et 
MRP 14 produites comme decrit dans 1' exemple 3 ont ete 
testees pour leur toxicite par le test MTT, a partir des 
surnageants de culture des cellules 293T les contenant . 
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Les combinaisons suivantes ont egalement ete 
effectuees a partir des surnageants de culture des cellules 
293T : GM2AP/MRP14, GM2AP mutee/MRPl 4 , GM2 AP / MRP 14/ MRP 8 • Les 
combinaisons preparees ont ensuite ete incubees une nuit a 
4°C r puis elles ont ete testees pour leur toxicite par le 
test MTT. 

Les resultats sont presentes dans le tableau 4. 



Tableau 4A 



GM2AP (ng) 


MRP14 (ng) 


C % lot 1 


C % lot 1 


C % lot 2 


C % lot 2 






essai 1 


essai 2 


essai 1 


essai 2 


20 


1 


4 


23 


11 


12 


20 


0,5 


31 


29 


20 


20 


20 


0 


-26 


-2 6 


8 


8 ! 


i io 


1 


-13 


-13 


0 


8 


10 


0, 5 


-14 


-11 


6 


24 


1 io 


0 


-25 


-25 


0 


0 


0 


1 


-24 


-2 4 


| ND 


ND 


0 


0,5 


-8 


-8 


ND 


ND 



C % : cytotoxicite en pourcentage 
ND : non determine 

Concentrations approximatives en proteines dans les surnageants : MRP 14 lots 1 et 2 : 
350 ng/ml ; GM2AP lot 1 : 30 0 ng/ml lot 2 : 200 ng/ml 



Pour certaines valeurs, indiquees en caracteres 
gras, certaines combinaisons GM2AP/MRP14 sont faiblement 
cytotoxiques (de 2 0 a 30% de cytotoxicite) avec un optimum 
pour la combinaison GM2AP (2 0 ng ) / MRP 14 (0,5 ng) . 

MRP 14 seule n'est pas cytotoxique. GM2AP seule n'est 
pas consideree comme etant cytotoxique, meme si une tres 
faible toxicite est retrouvee dans les essais 1 et 2 
effectues sur le lot 2. En effet, la reproductibilite ne 
peut pas etre parfaite car elle depend du lot de production 
des surnageants. 
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Tableau 4B 



GMzap (tig) 


M±vf J. *± \ngj 


K^r O -L U U *J O OCtJ- J. 


C % lot 3 essai 2 


100 


inn 

JLUU 


9 Q 


41 


100 


ou 


o o 


17 


100 


1 n 
1U 


-L U 


8 


100 


5 






100 


1 




q 


100 


0 


1 

X O ( 


9 


50 j 


Ton 
1UU 


X"© j ©t 


9 ft 


50 


50 i 


O X 




50 


10 


Z X ~ 


—4 


50 


5 


1 1 
XX 




50 


1 


— X 41 


—7 


50 


0 


Z 


o 


20 


100 


1Z W 


X -5 


20 


50 


re jet 


9 9 


20 


10 


J-J 


A 


20 


5 


"3 n 
— ou 




i 20 


1 


— ZZ 


—4 


20 


0 


ND 


IN u 


10 


100 


zy 


1 R 

I X o 


10 


50 


xq 


D 


10 


10 


— Z 


X o 


10 


5 


-ZZ 




10 


1 


— Z X ^ 


X / 


10 


0 


ND 


IN U 


5 


100 


o o * 
ZZ X 


"3 9 


5 


50 




q 




10 


-11 


1 


5 


5 


-2 9 


-6 


5 


1 


-18 


-4 ! 


5 


0 


ND 


ND 


o 


100 


31 


33 


0 


50 


| 41* 


22 


0 


! io 


4 


11 


0 


5 


ND 


ND 


i o 


1 


ND 


ND 



C % : cytotoxicite en pourcentage 



ND : non determine 

Concentration approximative de GM2AP et MRP 14 dans le surnageant : 2 ug/ml 

Re jet : % de cytotoxicite rejete car 1' ecart type des DO des echantillons est 

super ieur a 50 

* : ecart type des DO des echantillons compris entre 16 et 11 

Sans commentaire : ecart type des DO des echantillons inferieur a 10. 



Les resultats montrent que les proteines seules, 
dans les surnageant s, ne sont pas toxiques, sauf de maniere 
non specifique a de tres fortes quantites (100 ng de MRP 14) . 
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Seule la combinaison GM2AP (100 ng) /MRP 14 (100 ng) peut etre 
consideree comme presentant une cytotoxicite relative. 

Si la proteine GM2AP est remplacee par la proteine 
GM2AP mutee dans cette combinaison, le meme type de toxicite 
est obtenue pour certains melanges, comme montre ci-dessous . 



Tableau 4C 



GM2AP mutee 
(ng) 


MRP14 (ng) 


C % lot 2 
j essai 1 


C % lot 2 
essai 2 


C % lot 2 
essai 3 


20 


1 


16 


25 


53 


20 


Or 5 


18* 


18 


50 


10 


1 


12 


15* 


21 


10 


0,5 


10 


20 


25* 1 


10 


0 


-7 


0 


-7 


0 


1 


-9 


13 


-16 



C % : cytotoxicite en pourcentage 

* : ecart type des DO des e chant i lions compris entre 14 et 11 

Sans conimentaire : ecart type des DO des echantillons infer ieur a 10 

Concentration approximative en proteines dans les surnageants : GM2AP mutee ; 20 0 
ng/ml ; MRP 14 : 350 ng/ml. 



Pour de nombreuses valeurs, indiquees en caracteres 
gras, la combinaison GM2AP mutee /MRP 14 est toxique. t La 
proteine GM2AP mutee seule n'a pas d'effet cytotoxique. 
MRP 14 seule est consideree comme ne presentant pas 
d'activite cytotoxique. 

La cytotoxicite des combinaisons de surnageants 
contenant les proteines recombinantes humaines, GM2 AP / MRP 1 4 
et GM2AP mutee /MRP 14 est retrouvee dans un meme ordre de 
grandeur, avec une stability plus import ante en fonction du 
lot de production des proteines, qu'avec les proteines 
recombinantes non humaines. Mais cela ne correspond pas a la 
stabilite, la reproductibilit e et l'intensite de l'activite 
gliotoxique retrouvee dans les fluides biologiques de 
patients SEP. 
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Tableau 4D 



GM2AP 


MRP14/18 (ng) 


C % lot 1 


C % lot 1 


C % lot 2 


(ng) 




essai 1 


essai 2 


essai 1 


20 


20 


17 


-13 


16 


20 


10 


6 


— Z 


23 


20 


0 


-2 6 


-2 6 


8 


10 


20 


-14 


-16 


1 


10 


10 


-15 


-24 


12 


10 


0 


-25 


-25 


0 



C % : cytotoxicite en pourcentage 



Concentration approximative en proteines dans les surnageants : GM2AP (lot 1) : 300 
ng/ml, GM2AP (lot 2) : 200 ng/ml. Concentration de MRP14/8 native : 1,3 mg/ml . 

II ressort des resultats du tableau 4D que GM2AP 
seule n'a pas d f activite cytotoxique et que pour certaines 
valeurs, indiquees en caracteres gras, la combinaison 
GM2AP/MRP14/MRP8 a un effet cytotoxique. Cette cytotoxicite 
est dependante du lot de surnageant utilise. 



Tableau 4E 



GM2AP mutee (ng) 


MRP14/18 (ng) 


C % lot 2 essai 1 


20 


20 


5 


20 


10 


6 


20 


0 


15 


10 


20 


-18 


1 10 


10 


4 


10 


0 


-2 



C % : cytotoxicite en pourcentage 



Concentration approximative en proteines dans les surnageants : GM2AP mutee : 200 
ng/ml- Concentration de MRP14/8 native : 1,3 mg/ml. 

II ressort du tableau 4E que la combinaison GM2AP 
mutee /MRP 14 /MRP 8 ne presente pas d' activite cytotoxique. 

Ces etudes montrent qu'aucune des proteines 
identifiees dans la fraction gliotoxique purifiee a partir 
d' urines SEP ne reproduisait, seule, 1' activite gliotoxique 
recherchee et que les combinaisons de proteines produites 
sous forme de recombinants « non-humains » ou « humains » ne 
reproduisent que faiblement et de maniere peu reproductible 
(me me si une amelioration est notee avec les recombinants 
« humains ») 1' activite gliotoxique. Les resultats obtenus 
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ne repondent pas a 1' ensemble des criteres caracterisant 
l'activite gliotoxique (activite elevee r stabilite, 
reproductibilite, effet dose-reponse) . 

Les resultat s montrent qu' 11 manque un composant 
essentiel qui n' a pas ete identifie dans 1' analyse 
proteique . 

Les inventeurs ont alors trouve de maniere 
surprenante que des lipides, notamment des lipides 
complexes, sont des candidats interessants dans ce contexte. 
A cet effet, le ganglioside GM1, le ganglioside GM2 et le 
sulfatide ont ete testes. Parmi ces lipides, le ganglioside 
GM2 s'est avere le seul probant, comme le montrent les 
exemples qui suivent . 

Exemple 7 : Toxicite des proteines recombinantes 
« lrumaines » en association avec le ganglioside GM2 . 

Le ganglioside GM2 (fourni par le Professeur J. 
Portoukalian (Lyon France) ) est ajoute a une concentration 
de 5 0--, pg/ml final aux combinaisons de ^proteines 
recombinantes « humaines » deja realisees, impliquant les 
proteines MRP 14, GM2AP et GM2AP mutee. 

Les combinaisons GM2AP/MRP14 et GM2AP mutee/MRPl4 ont 
ete testees dans une gamme de proteine: 0, 5, 10, 20, 50, 
100 ng pour les proteines recombinantes GM2AP et GM2AP mutee 
et jusqu'a 20 0 ng pour la proteine MRP 1 4 . Ces gammes ont ete 
faites en association ou non avec le ganglioside GM2 . 
Apres melange, les combinaisons sont incubees une nuit a 
4°C, leur toxicite est ensuite evaluee par le test MTT . 

Les resultats obtenus sont decrits dans le tableau 5 
et dans la figure annexee . 

Tableau 5A 
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Mesure de l'activite gliotoxique des proteines «humaines » 



combinees et associees an ganglioside GM2 (50 pg/ml final) 



GM2AP (ng) 


MRP14 (ng) 


C % avec gM2G lot 3 


100 


100 


56* 


100 


10 


58 


r ioo 


5 


71 


100 


1 


49 


100 


0 


20 


50 


100 


64* 


50 


10 


33 


50 


5 


29 


50 


1 


32* 


50 


0 


17 


20 


100 


56 


20 


10 


14 


20 


5 


6 


20 


1 


6 


20 


0 


-5 


10 


100 


43 


10 


10 


26 


10 


5 


8 


10 


1 


4 


10 


0 


i -15 


5 


100 


13 


5 


10 


! 7 


5 


5 


-2 


1 5 


1 


i -16 


5 


0 


-10 


0 


100 


30 


0 


10 


| -23 


0 


5 


-19 


0 


1 


-8 


0 


0 


8 



C %: cytotoxicity en pourcentage 



gGM2 : ganglioside GM2 

* : Ecart type DO des echantillons compris entre 13 et 11 

Sans commentaire : Ecart type DO des echantillons inferieur a 10 

Concentrations approximatives dans les surnageants : GM2AP et MRP14 : 2 ug/ml 

La combinaison GM2AP/MRP14 associee a une 
concentration constante de ganglioside presente un effet 
gliotoxique qui augmente parallelement a la quantite en 
proteine MRP 14. De plus, pour des quantites croissantes de 
la proteine GM2AP (20 et 10 ng) , un effet de dose-reponse 
typique s'elevant par paliers, est obtenu. Cependant aux 
points extremes, lorsqu'il n'y a pas assez de proteine GM2AP 
(5 ng) il n r y a pas de toxicite. Au contraire, s'il y en a 
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trop de proteine GM2AP (50 ng et 100 ng) il y a saturation 
de la toxicite avec un plateau vers 60%. En effet, seules 
les cellules CLTT1-1 en proliferation dans la culture 
pendant 1' exposition au facteur gliotoxique sont sensibles. 
Ceci explique que les plateaux de gliotoxicite n' atteignent 
pas 100%. 

Tableau 5B 

Mesure de l'activite gliotoxique « des proteines «humaines » 
combinees, associees ou non, au ganglioside GM2 (50 pg/ml 



final) 



GM2AP itrntee 


MRP14 (ng) 


C % lot 4 


C % lot 4 


C % lot 4 


C % lot 4 


(ng) 




sans gGM2 


sans gGM2 


avec gGM2 


avec gGM2 






essai 1 


essai 2 


essai 1 


essai 2 


inn 

JLUU 


o n n 
zUU 


JNjD 


i n 
X U 


Tan 


3Z. 


inn 
1UU 


inn 
1UU 


1 


Q 


a n 


o o 


inn 
xuu 


n 
o u 




— 1 ft 

— x o 


■3 1 


*7 
/ 


inn 

1UU 


i n 
x u 


— ft 




a z. 


— 1 Q 


inn 
1UU 


D 


1 c 


JO 




_ q 


' inn 

1UU 


1 
X 


D 


— 9 £ 


"31 


—1 4 


1 inn 
JL u u 


u 


— 1 1 


— A A 


1 1 


— 1 

O X 


-D KJ 


Zi KJ U 


IN U 




ND 


25 


sn 

! J KJ 


-L U U 


O 


5 


30 


4 


50 


50 


2 


-1 


18 


-21 


50 


10 


-10 


-23 


17 


-28 


50 


5 


-9 


-15 


-2 


-21 


50 


1 


-23 


-11 


12* 


-18 


50 


0 


-7 


-40 


9 


-57 


20 


200 


ND 


8 


ND 


5 


20 


100 


-7 


-3 


32 


-13 


20 


50 


-18 


-16 


34 


-15 


I 20 


10 


-18 


-19 


19 


-8 


1 20 


5 


-23 


-8 


17 


13 


20 


1 


-12 


-12 


16 


-2 0 


20 


0 


-4 


-2 6 


1 


-33 


10 


200 


ND 


-2 


ND 


33 


i 10 


100 


-10 


-9 


24 


8 


i 10 


50 


-12 




2 


-8 


10 


10 


-17 


-16 


-6 


-34 


10 


5 


-14 


-13 


-4 


-11 


10 


1 


-30 


-37 


j -20 


-12 


10 


0 


ND 


ND 


| ND 


ND 


5 


200 


ND 


-10 


; ND 


26 


5 


100 


-5 


-1 


39 


-17 


5 


50 


-8 


-3* 


32 


-18 


5 


10 


-14 


-7 


1 12 


-25 


5 


5 


-27 


-11 


| 16 


-2 9 


5 


1 


-2 6 


-15 


i 15 


-39 
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5 


0 


ND 


ND 


ND 


ND 


0 


200 


ND 


45 






0 


100 


16 


12 


32 


21 


0 


50 


-14 


-8 


24 


-6 ! 


0 


10 


0 


-5 


8 


-6 


0 


5 


ND 


ND 


ND 


ND 


0 


1 


ND 


ND 


ND 


ND 


0 


0 


ND 


ND 


-21 


-21 



C •%: cytotoxicity en pourcentage 
gGM2 : ganglioside GM2 

* : Ecart type DO des e chant ill on s compris entre 13 et 11 

Sans commentaire : Ecart type DO des echantillons infer ieur a 10 



Sans ganglioside GM2, les combinaisons GM2AP 
mutee /MRP 14 ne sont pas gliotoxiques. Une augmentation 
globale de la cytotoxicite du melange avec le ganglioside 
GM2 est observee par rapport aux combinaisons sans 
ganglioside. La variability des mesures est apparemment plus 
importante avec 1' utilisation de la proteine GM2AP mutee. 
Globalement, 1' activity apparait significative et atteint un 
plateau maximum (cf. : maximum atteint sur le pool des 
cellules en proliferation pendant le test, comme discute 
precedemment) pour les concentrations les plus fortes, selon 
un effet-dose a deux variables, GM2AP mutee et MRP 1 4 . 

Afin de savoir si 1' action du ganglioside GM2 est 
bien specifique de la toxicite des combinaisons de proteines 
recombinantes humaines GM2AP/MRP14 (5 ng de MRP 14 et 50 ng 
ou 100 ng de GM2AP) , d' autres lipides ont ete testes en 
paralleles : le ganglioside GMl et le sulfatide. Les gammes 
de concentration utilisees sont 0, 10, 20, 30, 50 pg/ml 
final. Une fois les lipides ajoutes, les combinaisons sont 
incubees une nuit a 4°C, leur toxicite est ensuite evaluee 
dans le test MTT . 

Les resultats, presentes dans les tableaux 5C et 5D, 
montrent que seules les associations avec le ganglioside GM2 
pour les combinaisons GM2AP/MRP14 aux doses 30 pg/ml et 50 
pg/ml sont toxiques pour les cellules gliales 
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(respectivement 27% et 30%) . Les autres lipides ne montxent 
aucune toxicite avec les combinaisons proteiques. 

Tableau 5C 

Influence du ganglioside GM2 dans l f activite gliotoxique des 



proteines recombinant es « humaines » combinees GM2AP/MRP14 





MRP14 (ng) 


Concentration en 
I gOrM^i (jag /ml) 


Cytotoxicity % 


i nn 


5 


0 


-14 


inn 


5 


5 


-1 


inn 


5 


10 


4 


i nn 


5 


| 20 


! 15 


i nn 




! 30 


28 


inn 


5 


i 50 


34 


o u 


c 
O 


0 


10 


50 


5 


5 


1 7 


50 


1 5 


10 


21 


50 


5 


20 


24 


50 


5 


30 


25 


50 


5 


50 


37 




5 




-2 6 


100 






-5 


50 






-10 


100 




0 


-29 


100 




5 


-91 


100 




10 


-11 


100 




20 


-18 


100 




30 


-12 


100 




50 






5 


0 


-25 




5 


30 


-29 




5 


50 


-51 



Pour l'essai GM2AP 100 ng, il s'agit d'une moyenne de deux essais. 



gGM2 : ganglioside GM2 

Tableau 5D 

Influence du ganglioside GM2 dans l'activite gliotoxique des 



proteines recombinantes « humaines » combinees GMA2AP/MRP14 



GM2AP (100 ng)/MRP14 (5 ng) 


Cytotoxicite % 


Sans lipide 


-12 


Avec GM2 (10 pg/ml) 


-4 


Avec GM2 (20 pg/ml) 


2 


Avec GM2 (30 pg/ml) 


17 


Avec GM2 (50 pg/ml) 


25 


Avec GM1 (10 pg/ml) 


-12 


Avec GMl (20 pg/ml) 


-4 


Avec GMl (30 pg/ml) 


-1 


Avec GMl (50 pg/ml) 


2 
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Avec sulfatide (10 ug/ml) 


-12 


Avec sulfatide (20 pg/ml) 


-19 


Avec sulfatide (30 pg/ml) 


-13 


Avec sulfatide (50 pg/ml) 


5 


Controle GM2AP (100 ng) 


-19 


Contrdle GM2AP (50 ng) 


-32 


Controle MRP 14 (5 ng) 


-18 


Controle GM2 


3 


Controle GM1 


re jet 


Controle sulfatide 


-21 



lies resultats de 1' etude montrent que : 

l'activite est associee a un heterocomplexe 

proteique impliquant les proteines GM2AP ou GM2AP mutee et 

MRP 14 ; 

c'est 1'ajout d'un lipide, tel que le ganglioside 
GM2 r qui a permis obtenir des niveaux d'activite, une 
reproductibilite et des effets dose-reponse, compatibles 
avec la reproduction de l'activite gliotoxique recherchee ; 

la mutation trouvee sur la proteine GM2AP n'est pas 
indispensable au det erminisme de la gliotoxine in vitro. 
Cependant, in vivo, elle peut etre determinante si elle est 
necessaire pour le processus de biodisponibilite de la 
^ proteine GM2AP (par exemple dans le milieu extra-cellulaire 
du systeme nerveux central) . 

Ces elements demontrent done qu'un heterocomplexe 
MRP14/GM2AP ou MRP14/GM2AP mutee associe au ganglioside GM2 
est le vecteur principal, voire unique, de l'activite 
gliotoxique - 
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Exemple 8 : Mise au point d'un immunodosage du 
complexe gliotoxique - Preparation des echantillons avant le 
test ELISA. 

(i) Echantillons testes, 
Les echantillons testes sont : 

d/une part les proteines recombinantes humaines en 
combinaison (GM2AP+MRP14 ) avec ou sans ganglioside GM2, 
dilues ou non dans des urines normales, afin de detecter le 
complexe recombinant actif , 

d' autre part des urines normales et SEP pour une 
detection directe dans les urines. 

Les echantillons, une fois prepares, sont incubes 24 
heures a 4°C avant le test de detection. 

Les proteines recombinantes « humaines » sont 
utilisees sous forme de surnageants de production bruts, 
recuperes apres la transfection transitoire des cellules 
293T, avec les controles negatifs appropries en parallele. 
Les systemes de dosage des proteines MRP 14 et GM2AP utilises 
sont semi-quantitatif s et les quantit^s precisees, 
indicatives. Les resultats sont presentes dans les examples 
qui suivent . 

(ii) Traitement des echantillons. 

Comme cela est montre, dans les exemples suivants, 
le precede de detection utilisant les anticorps anti-MRP14 
et anti-GM2AP dans un format ELISA « sandwich », permettent 
d' obtenir des resultats positifs. 

Toutefois, les inventeurs ont optimise ce precede de 
detection en realisant un traitement prealable de 
l'echantillon comprenant une etape de digestion par la 
proteinase K des proteines en presence, suivie d'une etape 
d'inactivation de cette protease par un procede original de 
precipitation a l'acide trichloroacetique , puis d'une 
neutralisation du pH avec un tampon tris-maleate, 
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selectionne pour sa compat ibilite ulterieure avec un essai 

BLISA sandwich* 

Ce traitement de 1' echantillon, original dans ses 
differentes etapes a ete applique par la suite aux analyses 
qui sont presentees dans les exemples suivants et est decrit 
en detail ci-dessous. 

Les echantillons (melange de proteines recombinantes 
ou urines) sont traites a la proteinase K avant une 
detection du complexe selon le protocole suivant : 

0,3 mg de proteinase K est ajoute pour 100 pi 
d'echantillon. Apres digestion une heure a 37 °C, une 
precipitation a l'acide tricliloracetique est realisee afin 
d f inhiber Inaction de la proteinase K. L'acide 
trichloracetique 90% (90 g d'acide trichloracet ique pour 48 
ml d'eau distillee) , est ajoute a l'echantillon (15% du 
volume initial de l'echantillon) . Le melange est incube 30 
minutes a 4°C. 

Apres centrif ugation de 30 minutes a 13 000 tpm, le 
culot est repris avec un volume egal au volume initial de 
l'echantillon par le tampon TRIS Maleate 0 . 2M pH 6,2 (dans 
les essais sans facteur de concentration) ou dans un volume 
minimum (pour realiser une concentration volumique des 
proteines non digerees) . 

Apres controle par la technique de Western Blot des 
echantillons traites a la proteinase K, une observation peut 
etre faite et le traitement peut etre optimise en augmentant 
la quantite de proteinase K et son temps d' action. 

Exemple 9 : Protocole de detection de 
l'heterocomplexe dans un essai ELISA sandwich. 

(i) Obtention des anticorps : les anticorps suivants 
ont ete produits selon les protocoles decrits ci-dessous : 
- anticorps polyclonaux (bioMerieux) : 
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- anticorps polyclonal de lapin 196 (anti-peptide 
MRP 14) 

anticorps polyclonal de lapin 79 (anti-proteine 
recombinante GM2AP ) . 

anticorps monclonaux (bioMerieux) : 

- 4A7B10 

- 5H7C10 

- 2B9H2 

- 10E11A11 

- 13H9C9 

- 19C11C10 

- 13D1E5 

- 2G12H5 

Anticorps monoclonaux anti-GM2AP : 10E11A11, 13D1E5, 
13H9C9, 19C11C10, 2G12H5 . 

Les souris ont et<§ immunisees selon le protocole 
suivant : au jour JO injection int raperitonale de 75 pg du 
complexe GM2AP-MRP14 en presence d ' adjuvant de Freund 
complet. Aux jours J23, J37 nouvelle v injection 
intraperitoneale de la meme quantite de complexe GM2AP— MRP 1 4 
en presence d f adjuvant de Freund imcomplet. Quatre jours 
avant la fusion faire une injection intraveineuse de 50 pg 
d'antigene GM2AP dilue en eau physiologique . 

1900 surnageants ont ete cribles par technique 
d' ELI SA indirect- Les plaques ont ete « coatees » avec 100 
pi d'antigene (le complexe GM2AP-MRP14) a lug/ml en tampon 
bicarbonate 0.05M, pH 9*6. Les plaques « coatees » ont ete 
incubees une nuit a la temperature de 18-22°C. Les plaques 
ont ete saturees avec 200pl de PBS-lait 1% et soumises a 
incubation 1 heure a 37°+/-2°C. 100 pi de surnageants ou de 
liquide d 1 ascites dilues en tampon PBS-tween 20 , 0.05% ont 
ete ajoutes et les plaques ont ete incubees 1 heure a 37°+/- 
2°c. 100 pi d' anticorps polyclonal de chevre anti-Ig(H+L) de 



WO 2005/063810 



PCT/FR2004/050748 



souris conjugue a la phosphatase alcaline (Jackson 
Immunoresearch ref : 11 5-055-0 62 ) , dilue en tampon PBS-BSA 1% 
au 1/2000, ont ete ajoutes et les plaques ont ensuite ete 
incubees 1 heure a 37°+/-2°C. lOOpl de PNPP (Biomerieux ref 
60002990) a la concentration de 2mg/ml dans de la DEA-HCL 
(Biomerieux ref 60002989), pH=9,8, ont ete ajoutes. Les 
plaques ont ete soumises a incubation pendant 30 minutes a 
37°+/-2°C. La reaction a ete bloquee par addition de 100 pi 
de NaOH, IN. Trois lavages sont effectues entre chaque etape 
avec 300pl de PBS-tween 20, 0,0 5%. Un lavage supplement aire 
en eau distillee est effectue avant d'ajouter le PNPP. 

150 surnageants se sont reveles positif s en ELISA 
indirect avec une DO > 0.9. Apres les tests de specif icite 
les cinq anticorps precites sont produits. 

Anticorps monoclonaux anti-MRP14 : 2B9H2, 

4A7B10, . 5H7C10 . 

Les souris ont ete immunisees selon le protocole 
suivant : au jour JO une injection intraperitoneal de 75 pg 
du complexe GM2AP-MRP14 en presence d" adjuvant de Freund 
complet. Aux jours J23 et J37 injection intraperitoneal de 
" 4 la meme quantite de complexe en presence d' adjuvant de 
Freund incomplete Quatre jours avant la fusion une injection 
intraveineuse de 50 pg d'antigene MRP14 dilue en eau 
physiologique . 

1100 surnageants ont ete testes et cribles par la 
technique d' ELISA indirect, telle que decrite ci-dessus. 300 
surnageants se sont reveles positifs avec une DO >1. Apres 
les tests de specificite les trois anticorps precites sont 
produits . 

Anticorps polyclonal de lapin 7 9 (anti-proteine 
recombinante GM2AP) . 

Les lapins ont ete immunises selon le protocole 
suivant : au jour JO, l^ re prise de sang de 10 ml, 75 pg de 
GM2AP ont ete injectes par voie intraperitoneale en presence 



WO 2005/063810 



48 



PCT/FR2004/050748 



d' adjuvant de Freund complet (AFC) (75 pg d' immunogene + qsp 
0,5 ml d'eau physiologique 9°/oo + 0,5 ml AFC) . Aux jours J28 
et J5 6 la meme quantite d f immunogene a ete injectee par voie 
intraperitoneale dans les memes conditions en presence de 
0,5 ml d' adjuvant de Freund incomplet (AFI). Au jour J63 une 
2 eme prise da sang de 30 ml a ete effectuee a l'oreille sans 
anticoagulant. Une ? me prise de sang a ete effectuee dans 
les memes conditions au jour J70. 

Anticorps polyclonal de lapin 196 (anti-peptide 

MRP 14) . 

Les lapins ont ete immunises selon le protocole 
suivant : 

Les lapins ont ete immunises selon le protocole 
suivant : au jour JO, l* re prise de sang de 10 ml, 8 0 pg 
d' immunogene ont ete injectes par voie intraperitoneale en 
presence d' adjuvant de Freund complet (AFC) (80 pg 
d' immunogene + qsp 0,5 ml d'eau physiologique 9°/oo + 0,5 ml 
AFC). Aux jours J28 et J56 la meme quantite d ' immunogene a 
ete injectee par voie intraperitoneale dans les memes 
conditions en presence de 0,5 ml d" adjuvant de Freund 
incomplet (AFI) . Au jour J63 une 2^ e prise de sang de 30 ml 
a ete effectuee a l'oreille sans anticoagulant. Une 3 6me 
prise de sang a ete effectuee dans les memes conditions au 
jour J70. 

Ces anticorps sont utilises en capture ou en 
detection. Quand ils sont utilises en detection dans le test 
sandwich ELISA, les anticorps sont biotinyles . 

(ii) Test ELISA sandwich: 

Le traitement des echantillons (proteinase K et 
precipitation TCA) , s'il a lieu, est realise apres la nuit 
d' incubation a 4 °C et avant le test de detection ELISA 
sandwich . 

L' anticorps de capture est « coate » a 1 pg en 
tampon carbonate-bicarbonate (50mM) pH 9.5, 100 pi sont 
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deposes dans les puits d'une microplaque a 96 puits. La 
plaque est recouverte d'un film protecteur et incubee une 
nuit a temperature ambiante. Apres 3 lavages en PBS 
(Phosphate Buffered Saline) Tween 0,05%, les sites non 
specif iques sont bloques par PBS Tween 0,05%, serum de 
chevre (1/10°) pour les anticorps monoclonaux ou 100 pi 
d'hydrolysat de caseine pour les anticorps polyclonaux. 
Apres 3 lavages en PBS Tween 0,05%, les echantillons traites 
ou non sont deposes a raison de 100 pi par puits et incubes 
ainsi 1 heure 30 minutes a 37 °C sous agitation. 

Apres 3 lavages en PBS Tween 0,05%, 100 pi 
d' anticorps de detection biotinyles a 1 pg/ml sont deposes 
dans chaque puits et incubes 1 heure 30 minutes a 37 °C. 

Apres 3 lavages en PBS Tween 0,05%, 10 0 pi de 
streptavidine couplee a la HRP (peroxydase de raifort) a 0,2 
pg/ml sont deposes dans chaque puits et incubes 1 heure 30 
minutes a 37°C afin d' amplifier le signal. 

Apres 3 lavages en PBS Tween 0,05%, 100 pi de 
solution d'OPD (dihydrochlorure d' orthophenylene diamine) a 
2 g/1 sont deposes dans chaque puit et incubes 10 minutes a 
temperature ambiante. La reaction est stoppee avec 100 pi de 
H 2 S0 4 IN. La lecture de la densite optique est effectuee a 
492 nm. 

De la me me f agon pour la production d' anticorps 
anti- heterocomplexe on utilise 1 ' hererocomplexe 

GM2AP/GM2/MRP14 ou GM2AP mut ee/ GM2 /MRP 14 comme immunogene 
pour immuniser des souris BALB/c par injection par voie 
intraperitoneale. La premiere injection est realisee avec de 
1' adjuvant complet de Freund. Les autres injections sont 
realisees a 4-8 semaines d'intervalle avec de 1' adjuvant de 
Freund incomplet. Un dernier rappel est effectue quelques 
jours avant la fusion en eau physiologique . Apres ce rappel 
on preleve les rates des souris immunisees et on recueille 
les splenocytes. Puis on realise la fusion des cellules 
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spleniques avec des cellules d'une lignee myelomateuse et on 
selectionne les cellules secretant des anticorps qui 
reconnaissent en ELISA l f heterocomplexe utilise pour 
1' immunisation . On selectionne finalement les clones 
produisant des anticorps specif iques de 1 9 heterocomplexe 
immun, c' est a dire qui ne reconnaissent pas ni GM2AP, ou 
GM2AP mutee, ni MRP14, seuls. 

Exemple 10 : Detection de 1 ' heterocomplexe 
recombinant Irumain . 

Les dosages immuno-enzymatiques de l'activite 
gliotoxique caracterisee moleculairement dans les exemples 
precedents passent par un systeme antigene/anticorps mettant 
seulement en jeu les proteines impliquees (les proteines 
GM2AP, GM2AP mutee et MRP 14) et par des anticorps (seuls ou 
en association) capables de detecter ce complexe 
moleculaire . 

Le complexe recombinant correspond a 1 ' association 
des surnageants de proteines recombinantes GM2AP (1000 ng) 
et MRP 14 (50 ng) associees a 50 ug/ml final de ganglioside 
GM2 • 

(i) Detection de 1' heterocomplexe gliotoxique 
recombinant sans traitement a la proteinase K . 

Afin de savoir si les combinaisons toxiques etaient 
directement detectables, les proteines recombinantes 
« humaines » MRP 14 et GM2AP sont combinees avec le 
ganglioside GM2 , incubees une nuit a 4°C et testees par le 
test ELISA sandwich en utilisant les anticorps anti-MRP14 et 
anti-GM2AP. 

Les combinaisons [MRP 14, GM2AP et ganglioside GM2] 
sont diluees dans des urines normales (non gliotoxiques dans 
le test de toxicite MTT) • Les resultats sont presentes dans 
le tableau 6. Ces resultats montrent que des couples 
d' anticorps de capture anti-GM2AP/detection anti~MRPl4 



WO 2005/063810 



51 



PCT/FR2004/050748 



reconnaissent le complexe recombinant de fagon extremement 
reproductible. Les resultats sont presentes dans le tableau 
6, 



Tableau 6 



Anticorps capture 


Anticorps detection 


Essais 


Total 






positif s 


essais 




10E11A11 


0 


3 


4A7B10 + 5H7C10 


13D1E5 + 2G12H5 


0 


1 




13H9C9 + 19C11C10 


0 


3 




79 


0 


1 




10E11A11 


1 


3 | 


2B9H2 


13D1E5 + 2G12H5 


U ! 


-i 
x 




13H9C9 + 19C11C10 


0 


3 




79 


0 


2 




4A7B10 +5H7C10 


2 


1 


10E11A11 


2B9H2 


0 


2 




19 6 


0 


1 




4A7B10 +5H7C10 


1 


2 


13D1E5 + 2G12H5 


2B9H2 


0 


2 




196 


0 


2 




4A7B10 +5H7C10 


0 


1 


13H9C9 +19C11C10 


2B9H2 


0 


1 




196 


0 


1 | 




| 4A7B10 +5H7C10 


2 


2 


79 


2B9H2 


2 


2 




196 


0 


1 



Essais positives: nombre d' essais positif s 



Total essais : nombre total d' essais , 

(ii) Detection de 1' heterocomplexe gliotoxique 
recombinant apres trait ement a la proteinase K. 

Comme decrit precedemment, 1'activite gliotoxique 
resiste a la proteinase K. Aussi, en traitant les 
echantillons (combinaison GM2AP+MRP14+GM2) a la proteinase 
K, les proteines non complexees sont detruites, et le bruit 
de fond est diminue . 

Comme dans la partie precedente/ les combinaisons 
sont incubes a 4°C durant une nuit . Mais avant de les 
tester, les echantillons sont traites a la proteinase K et 
precipites au TCA (acide trichloroacetique) r suivant le 
protocole decrit dans l'exemple 8 (ii) . 
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Les resultats sont presentes dans le tableau 7. Ces 
resultats montrent notamment que les couples de capture 
ant i-MRP 14/ detection ant 1-GM2AP 

[4A7B10+5H7C10] / [ 13H9C9+1 9C11C1 0 ] , 

[4A7B10+5H7C10] /10E11A11, 2B9H2 /l 0E11A11 et 

2B9H2/ [13H9C9+19C11C10] detectent le complexe recombinant 
dans les surnageants dilues dans les urines, apres 
traitement a la proteinase K, de fagon extremement 
reproductible. Le bruit de fond est signif icativement 
attenue . 



Tableau 7 



Anticorps capture 


Anticorps detection 


Essais 
positifs 


Total 
essais 




10E11A11 


2 


3 


4A7B10 + 5H7C10 


13D1E5 + 2G12H5 


0 


1 | 




13H9C9 + 19C11C10 


2 


3 




79 


0 


1 




10E11A11 


2 


3 


2B9H2 


13D1E5 + 2G12H5 


0 


1 




13H9C9 + 19C11C10 


2 


3 




79 


0 


2 




4A7B10 + 5H7C10 


0 


2 


10E11A11 


2B9H2 


0 


1 1 




196 


0 


1 




4A7B10 +5H7C10 


1 


2 | 


13D1E5 + 2G12H5 


2B9H2 


0 


2 




V 196 


0 


2 




4A7B10 +5H7C10 


0 


1 


13H9C9 +19C11C10 


2B9H2 


0 


1 




196 


0 


1 




4A7B10 +5H7C10 


0 


2 


79 


2B9H2 


1 


2 




196 


0 


1 I 



Essais positives: nombre d' essais positifs 



Total essais : nombre total d' essais 

Exemple 11 : Detection de l'heterocomplexe dans les 
urines de patients . 

La detection directe du complexe dans les urines de 
patients a ete testee sur deux urines representatives: une 
urine SEP et une urine normale • 
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Les resultats sont decrits le tableau 8. Ces 
resultats montrent que les couples d'anticorps de capture 
ant i— MRP 14/detection ant i — GM2AP 

[4A7B10+5H7C10] / [ 13D1B5+2G12H5 ] , [ 4A7B1 0+5H7C1 0 ] /l 0E11A11 , 

2B9H2/ [13D1E5+2G12H5] et 2B9H2/ [ 13H9C9+19C11C10 ] detectent 
le complexe . 



Tableau 8 



Anticorps de 
capture 


Anticorps de ! 
detection 


Nombre 
d' essais 


Urines sans 
traitement a la 
proteinase K 








SEP 


normale j 


2B9H2 


13H9C9 + 19C11C10 


1 


0 


0 




2 


0 


0 


4A7B10 +5H7C10 


10E11A11 


1 


0, 102 


0, 067 




2 


0, 030 


0, 011 


4A7B10 +5H7C10 


13D1E5 + 2G12H5 


1 


0,117 


0 


j 2B9H2 


13D1E5 + 2G12H5 


1 


0, 152 


0, 006 


Anticorps de 
capture 


Anticorps de 
detection 


Nomore 
d' essais 


Urine apres 
traitement a la 
proteinase K 








SEP 


normale 


2B9H2 


13H9C9 + 19C11C10 


1 


0, 149 


0, 060 


2 


0,141 


0, 020 


4A7B10 +5H7C10 


10E11A11 


1 


0, 130 


0, 087 




2 


0,741 


0,563 


4A7B10 +5H7C10 


13D1E5 + 2G12H5 


1 


0, 467 


0, 328 


2B9H2 


13D1E5 + 2G12H5 


1 


0,111 


0,3*2 



Pour les urines traitees a la proteinase K, il 



Les procedes decrits dans les exemples sont utiles 
comme out lis de diagnostic, permettant le dosage d'un 
marqueur biologique de la sclerose en plaques, puisque les 
correlations entre l'activite gliotoxique et la clinique se 



sont averees tres bonnes 



1,3,4 
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RE VEND I CAT I ONS 

1. Facteur cytotoxique isole, associe a la sclerose en 
plaques, ledit facteur cytotoxique etant choisi parmi 
1'heterocomplexe GM2AP / GM2 /MRP 1 4 et GM2AP mutee/GM2/MRP14 
dans lequel GM2AP mutee correspond a la sequence SEQ ID NO : 
2. 

2. Procede de detection et/ou de quantification d'un facteur 
cytotoxique, associe a la sclerose en plaques, dans un 
echantillon hiologique, selon lequel on isole dudit 
echantillon biologique un heterocomplexe choisi parmi 
1'heterocomplexe GM2AP / GM2 /MRP 1 4 et GM2AP mut e e / GM2 /MRP 1 4 
dans lequel GM2AP mutee correspond a la sequence SEQ ID NO : 
2 . 

3. Procede selon la revendication 2, selon lequel on isole 
1'heterocomplexe k l'aide d' au moins un anticorps qui se lie 
specif iquement a 1'heterocomplexe, et 

on detecte et/ou quantifie ledit facteur cytotoxique par la 
mise en evidence de la formation d'un complexe constitue"~par 
1'heterocomplexe et 1' anticorps. 

4. Procede selon la revendication 3, selon lequel on isole 
1'heterocomplexe a 1' aide d' au moins deux anticorps qui se 
lient specif iquement a 1'heterocomplexe, et 

on detecte et/ou quantifie ledit facteur cytotoxique par la 
mise en evidence de la formation d'un complexe constitue par 
1'heterocomplexe et les deux anticorps. 

5. Procede selon la revendication 4, selon lequel au moins 
1'un desdits anticorps est un anticorps de capture et au 
moins 1' autre desdits anticorps est un anticorps de 
detection . 
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6. Precede selon la revendication 2, selon lequel on isole 
l'heterocomplexe a 1' aide d f au moins deux anticorps dont au 
moins l'un se lie specif iquement a GM2AP ou GM2AP mutee de 
l'heterocomplexe, et au moins 1" autre se lie specif iquement 
a MRP 14 de l'heterocomplexe, et 

on detecte et/ou quantifie ledit facteur cytotoxique par la 
raise en evidence de la formation d'un complexe constitue par 
l'heterocomplexe et les deux anticorps. 

7. Precede selon la revendication 6, selon lequel au moins 
l'un desdits anticorps est un anticorps de capture et au 
moins 1' autre desdits anticorps est un anticorps de 
detection . 

8. Procede selon 1'une quelconque des revendication 2 a 7, 
selon lequel 1 ' echantillon a tester est soumis a un 
traitement prealable comprenant : 

une etape de digestion des proteines de 1' echantillon par la 
proteinase K, 

une etape d'inactivation de la proteinase K, et 
une etape de neutralisation du pH. 

9. Procede selon la revendication 8, dans lequel 1' etape 
d'inactivation de la proteinase K est realisee par 
precipitation a l'acide trichloroacetique, et 

1' etape de neutralisation du pH est realisee par addition 
d'un tampon tris-maleate. 

10. Procede selon l'une quelconque des revendications 2 a 9, 
dans lequel 1' echantillon biologique est choisi parmi le 
serum, le plasma, 1' urine et le liquide cephalorachidien . 
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11. Composition pour la detection et/ou de quantification 
d'un facteur cytotoxique associe a la sclerose en plaques, 
ledit facteur cytotoxique etant choisi parmi 
l'heterocomplexe GM2 AP / GM2 / MRP 1 4 et GM2AP mutee/GM2/MRP14 
dans lequel GM2AP mutee correspond a la sequence SEQ ID NO : 
2, caracterisee en ce qu' elle comprend au moins un anticorps 
qui se lie specif iquement a l'heterocomplexe. 

12. Composition selon la revendicat ion 11, caracterisee en 
ce qu' elle comprend au moins deux anticorps qui se lient 
specif iquement a 1' heterocomplexe . 

13. Melange reactionnel pour la detection et/ou de 
quantification d'un facteur cytotoxique associe a la 
sclerose en plaques, ledit facteur cytotoxique etant choisi 
parmi 1' heterocomplexe GM2 AP / GM2 / MRP 1 4 et GM2AP 
mutee/GM2/MRPl4 dans lequel GM2AP mutee correspond a la 
sequence SEQ ID NO : 2, caracterisee en ce qu' il comprend au 
moins deux anticorps dont au moins l'un se lie 
specif iquement a GM2AP ou GM2AP mutee de 1' heterocomplexe et 
au moins 1' autre se lie specif iquement a MRP14 de 
1 ' heterocomplexe . 

14. Melange reactionnel selon la revendication 13 
caracterise en ce que au moins l'un desdits anticorps est 
un anticorps de capture et au moins 1' autre desdits 
anticorps est un anticorps de detection. 

15. Complexe comprenant 1' heterocomplexe GM2 AP / GM2 /MRP 1 4 ou 
GM2AP mutee/GM2/MRP14, ledit heterocomplexe etant lie a au 
moins deux anticorps, dont au moins l'un des anticorps est 
specif ique de GM2AP ou de GM2AP mutee et au moins 1' autre 
anticorps est specif ique de MRP 1 4 . 
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SEQUENCE LISTING 

<110> bioMerieux 

Institut National de la Sante et de la Recherche Medicale 

<120> Facteur cytotoxique isole associe a la sclerose en plaques et procede de 
detection dudit facteur cytotoxique 

<130> SEP 25 

<160> 3 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 193 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> proteine recombinante 

<400> 1 

Met Gin Ser Leu Met Gin Ala Pro Leu Leu He Ala Leu Gly Leu Leu 
1 5 10 15 

Leu Ala Ala Pro Ala Gin Ala His Leu Lys Lys Pro Ser Gin Leu Ser 
20 25 30 

Ser Phe Ser Trp Asp Asn Cys Asp Glu Gly Lys Asp Pro Ala Val He 
35 40 45 

Arg Ser Leu Thr Leu Glu Pro Asp Pro He He Val Pro Gly Asn Val 
50 55 60 

Thr Leu Ser Val Met Gly Ser Thr Ser Val Pro Leu Ser Ser Pro Leu 
65 70 75 80 

Lys Val Asp Leu Val Leu Glu Lys Glu Val Ala Gly Leu Trp He Lys 
85 90 95 

He Pro Cys Thr Asp Tyr He Gly Ser Cys Thr Phe Glu His Phe Cys 
100 105 110 

Asp Val Leu Asp Met Leu He Pro Thr Gly Glu Pro Cys Pro Glu Pro 
115 120 125 



Leu Arg Thr Tyr Gly Leu Pro Cys 
130 135 

Tyr Ser Leu Pro Lys Ser Glu Phe 
145 150 

Ser Trp Leu Thr Thr Gly Asn Tyr 
165 



His Cys Pro Phe Lys Glu Gly Thr 
140 

Val Val Pro Asp Leu Glu Leu Pro 
155 160 

Arg He Lys Ser Val Leu Ser Ser 
170 175 



Ser Gly Lys Arg Leu Gly Cys He Lys He Ala Ala Ser Leu Lys Gly 
180 185 190 
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<210> 2 
<211> 193 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> proteine recombinante 
<400> 2 

Met Gin Ser Leu Met Gin Ala Pro Leu Leu lie Ala Leu Gly Leu Leu 
15 10 15 

Leu Ala Ala Pro Ala Gin Ala His Leu Lys Lys Pro Ser Gin Leu Ser 
20 25 30 

Ser Phe Ser Trp Asp Asn Cys Phe Glu Gly Lys Asp Pro Ala Val He 
35 40 45 

Arg Ser Leu Thr Leu Glu Pro Asp Pro He He Val Pro Gly Asn Val 
50 55 60 

Thr Leu Ser Val Met Gly Ser Thr Ser Val Pro Leu Ser Ser Pro Leu 
65 70 75 80 

Lys Val Asp Leu Val Leu Glu Lys Glu Val Ala Gly Leu Trp He Lys 
85 90 95 

He Pro>'Cys Thr Asp Tyr He Gly Ser Cys Thr Phe Glu His Phe Cys 
100 105 110 

Asp Val Leu Asp Met Leu He Pro Thr Gly Glu Pro Cys Pro Glu Pro 
115 120 125 

Leu Arg Thr Tyr Gly Leu Pro Cys His Cys Pro Phe Lys Glu Gly Thr 
130 135 140 

Tyr Ser Leu Pro Lys Ser Glu Phe Val Val Pro Asp Leu Glu Leu Pro 
145 150 155 160 

Ser Trp Leu Thr Thr Gly Asn Tyr Arg He Lys Ser Val Leu Ser Ser 
165 170 175 

Ser Gly Lys Arg Leu Gly Cys He Lys He Ala Ala Ser Leu Lys Gly 
180 185 190 

He 



<210> 3 

<211> 193 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
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<220> 

<223> proteine recombinante 
<400> 3 

Met Gin Ser Leu Met Gin Ala Pro Leu Leu He Ala Leu Gly Leu Leu 
15 10 15 

Leu Ala Thr Pro Ala Gin Ala His Leu Lys Lys Pro Ser Gin Leu Ser 
20 25 30 

Ser Phe Ser Trp Asp Asn Cys Phe Glu Gly Lys Asp Pro Ala Val He 
35 40 45 

Arg Ser Leu Thr Leu Glu Pro Asp Pro He Val Val Pro Gly Asn Val 
50 55 60 

Thr Leu Ser Val Val Gly Ser Thr Ser Val Pro Leu Ser Ser Pro Leu 
65 70 75 80 

Lys Val Asp Leu Val Leu Glu Lys Glu Val Ala Gly Leu Trp He Lys 
85 90 95 

He Pro Cys Thr Asp Tyr He Gly Ser Cys Thr Phe Glu His Phe Cys 
100 105 HO 

Asp Val Leu Asp Met Leu He Pro Thr Gly Glu Pro Cys Pro Glu Pro 
115 120 125 

Leu Arg Thr Tyr Gly Leu Pro Cys His Cys Pro Phe Lys Glu Gly Thr 
130 135 140 

Tyr Ser Leu Pro Lys Ser Glu Phe Ala Val Pro Asp Leu Glu Leu Pro 
145 150 155 160 

Ser Trp Leu Thr Thr Gly Asn Tyr Arg He Glu Ser Val Leu Ser Ser 
165 170 175 

Ser Gly Lys Arg Leu Gly Cys He Lys He Ala Ala Ser Leu Lys Gly 
180 185 190 

lie 
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